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1 UVOD 
 
Fitoplazme so bakterije brez celične stene in z okrnjenim genomom, ki so obligatni paraziti 
rastlin in žuželk. Povzročajo bolezni na številnih rastlinah, tudi na gospodarsko 
pomembnih gojenih rastlinskih vrstah, kot so krompir (Solanum tuberosum), prava sivka 
(Lavandula angustifolia), vinska trta (Vitis vinifera), zato so lahko odgovorne za nastanek 
velike gospodarske škode. Slednji se želimo izogniti s pomočjo boljšega razumevanja 
epidemiologije fitoplazm. V tej magistrski nalogi smo uporabili molekularne metode za 
odkrivanje genetske pestrosti fitoplazme 'Candidatus Phytoplasma solani'. Pridobljene 
informacije so dobra osnova za epidemiološke študije bolezni navadne trsne rumenice 
(fra., bois noir; BN), ki jo ta fitoplazma povzroča na vinski trti v slovenskih vinogradih in 
vinogradih drugih evropskih držav. 
 
1.1 DELOVNA HIPOTEZA 
 
Z določitvijo molekulske raznolikosti sevov ‘Candidatus Phytoplasma solani’, določitvijo 
njihovega časovnega in geografskega pojavljanja v Sloveniji ter primerjavo rezultatov z 
rezultati podobnih analiz v Evropi, še posebej v okoliških državah, bomo določili možen 
izvor in pot širjenja bolezni navadne trsne rumenice. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 FITOPLAZME 
 
Fitoplazme uvrščamo v razred Mollicutes (lat.: mollis, mehko; cutis, koža), debla 
Tenericutes (Brown, 2010; Brown in sod., 2010). So pleomorfne bakterije, brez celične 
stene (od tod ime 'mehkokožne') in imajo okrnjen genom, velikosti od 530 kb do 1350 kb 
(Marcone in sod., 1999). Med degenerativno evolucijo iz gram pozitivnega 
prokariontskega prednika so fitoplazme izgubile del kromosoma (Razin in sod., 1998), kar 
pojasnjuje relativno majhno velikost njihovega genoma (obdržali so se geni, ki so 
najpomembnejši za življenje). V genomu manjka zapis za potek številnih metabolnih poti. 
Zato predvidevajo, da morajo za življenje prevzeti veliko gradnikov iz gostiteljske celice, 
kar ima najverjetneje negativen učinek na gostitelja (Bertaccini in sod., 2014). Fitoplazme 
so torej obligatni paraziti in so, zaradi odsotnosti določenih metabolnih poti, odvisne od 
svojega rastlinskega oziroma žuželčjega gostitelja, zato jih zaenkrat še nismo sposobni 
ponovljivo gojiti v in vitro razmerah, čeprav nekatere raziskave nakazujejo tudi na to 
možnost (Bertaccini in sod., 2010; Contaldo in sod., 2012; Contaldo in sod., 2013). 
 
V fitoplazemskem genomu je veliko ponavljajočih se zaporedij. Ta fitoplazmam 
omogočajo večjo raznolikost genoma, ki je nujna za prilagajanje raznolikim okoljskim 
razmeram v njihovih rastlinskih in žuželčjih gostiteljih. Ponavljajoča se zaporedja so 
organizirana v velike skupke, ki jim rečemo potencialne mobilne enote (ang. potential 
mobile unit; PMU). Te vsebujejo insercijska zaporedja tra5 ter gene za faktorje sigma in 
membranske proteine. Ker fitoplazme nimajo celične stene, so njihovi membranski proteini 
neposredno v stiku z rastlinskim oziroma žuželčjim gostiteljem. Sodelujejo pri transportu 
gradnikov iz gostiteljske v fitoplazemsko celico (Bai in sod., 2006). 
 
Gostitelji fitoplazm so žuželke in rastline. Med rastlinami se prenašajo z žuželčjimi 
prenašalci. Vse poznane žuželčje prenašalce lahko uvrstimo v red polkrilcev (Hemiptera). 
Največkrat so to vrste iz družin Cicadellidae, Psyllidae in naddružine Fulgoromorpha 
(Weintraub in Beanland, 2006), izjemoma pa poročajo tudi o fitoplazemskih prenašalcih iz 
družine Pentatomidae (Hiruki, 1999). Žuželčji gostitelji se s fitoplazmami okužijo s 
sesanjem soka okužene rastline. Fitoplazme so po prehodu iz gostiteljevih prebavil v 
hemolimfi, kjer se razmnožujejo naprej in od koder okužijo druge organe, vključno z 
žlezami slinavkami. S slino se ob hranjenju prenašalca na rastlinah, prenesejo na novega 
rastlinskega gostitelja in krog se lahko ponovi. Vsi žuželčji gostitelji ne zaključijo svojega 
razmnoževalnega cikla na gostiteljski rastlini fitoplazme, zato žuželčji gostitelj fitoplazme 
ne pomeni nujno prenašalca bolezni (cit. po Hogenhout in sod., 2008). 
 
V rastlinah so fitoplazme prisotne v floemu, kjer se s tokom po celicah sitastih cevi 
sistemsko širijo po celotni rastlini (Seemüller in sod., 2002).  
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Med rastlinskimi gostitelji se fitoplazme lahko prenašajo tudi z vegetativnim 
razmnoževanjem, cepljenjem in mikropropagacijo (Bertaccini in sod., 2014). Za nekatere 
fitoplazme je bil dokazan tudi prenos preko koreninskih mostičkov (Lešnik in sod., 2008). 
 
2.2 BAKTERIJA ‘Candidatus Phytoplasma solani’ 
 
V sistematiki prokariontov z oznako Candidatus označujemo bakterije ali druge 
prokarionte, ki jih ne znamo gojiti in vzdrževati v samostojni mikrobiološki kulturi. Za 
njihovo sistematsko opredelitev se torej poslužujemo predvsem molekularnih metod. 
Fitoplazme 'Candidatus Phytoplasma' znotraj rodu uvrščamo v skupine na podlagi 
nukleotidnega zaporedja gena za 16SrRNA. 'Ca. P. solani' je uvrščena v skupino 16SrXII 
in podskupino A (Quaglino in sod., 2013). Kriterij za uvrstitev fitoplazme v svojo vrsto je 
manj kot 97,5 % podobnost nukleotidnega zaporedja z njej najbližje sorodno opisano vrsto 
fitoplazme (IRPCM, 2004). 'Ca. P. solani' je navkljub posebni ekološki niši in drugačnim 
biološkim lastnostim več kot 97,5 % podobna vrsti 'Ca. P. australiense', iz iste skupine 
16SrXII (Quaglino in sod., 2013). V primerih, ko razlike genskega zapisa za 16SrRNA 
niso dovolj za ločbo, se poslužimo drugih molekulskih markerjev, običajno manj 
ohranjenih genov, kot sta na primer: tuf in secY (Malembic-Maher in sod., 2011). Tako so 
'Ca. P. solani' status vrste podelili na podlagi dokazane manjše variacije nukleotidnega 
zaporedja gena za 16SrRNA znotraj vrste v primerjavi z medvrstno variacijo in unikatnih 
polimorfizmov posameznih nukleotidov v nukleotidnih zaporedjih genov tuf, secY in rplV-
rpsC (Quaglino in sod., 2013). 
 
2.2.1 Geni tuf, secY in stamp 
 
Geni tuf, secY in stamp so uporabni molekulski označevalci za razlikovanje med 
posameznimi sevi fitoplazme 'Ca. P. solani' (Fabre in sod., 2010; Lee in sod., 2010; 
Malembic-Maher in sod., 2011). 
 
Gen tuf zapisuje količinsko najbolj zastopan in zelo ohranjen bakterijski protein 
(Kawashima in sod., 1996; Krab in Parmeggiani, 1998; Rodnina in Wintermeyer, 2001), 
elongacijski dejavnik Tu (ang. elongation factor Tu; EF-Tu), ki se nahaja v citoplazmi 
celice in sodeluje v procesih translacije. Pri nekaterih patogenih bakterijah rastlin in živali, 
se izraža tudi na površini bakterijske celice, kjer se lahko veže na fibronektin ali na 
nekatere druge površinske dejavnike. To mu omogočajo post-translacijske spremembe. 
Zaradi interakcij z različnimi gostiteljskimi molekulami je eden izmed glavnih dejavnikov, 
ki vplivajo na patogenezo mikroorganizmov (Balasubramanian in sod., 2008; Sharma in 
sod., 2011). 
 
Gen secY je vzdrževalni gen. Zapisuje enoto sekretornega sistema sec, protein SecY. 
Protein SecY oblikuje del membranskega kanala in kompleksa ATP, ki sodeluje pri 
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prenašanju proteinov iz celice in pri vgrajevanju membranskih proteinov. Interagira s 
signalnim zaporedjem sekretornih peptidov in enotama sekretornega sistema SecA in SecE 
(Ito, 1992). 
 
Gene, ki kodirajo nukleotidna zaporedja površinskih epitopov fitoplazm, razdelimo v tri 
skupine: imunodominantni membranski protein (ang. immunodominant membrane protein; 
gen imp), imunodominantni membranski protein A (ang. immunodominant membrane 
protein A; gen idpA) in antigenski membranski protein (ang. antigenic membrane protein; 
gen amp) (Bertaccini in sod., 2014). Med slednje spada tudi gen stamp, ki v 'Ca. P. solani' 
zapisuje membranski protein Stamp. Je ortolog antigenskega membranskega proteina AMP 
'Ca. P. asteris', za katerega so Suzuki in sod. (2006) pokazali sposobnost prepoznavanja 
aktinskih filamentov gostiteljskih prenašalcev.  
 
2.2.2 Bolezen navadna trsna rumenica 
 
'Ca. P. solani' povzroča navadno trsno rumenico, ki ji pravimo tudi počrnelost lesa (fra. 
Bois noir; BN). Bolezen povzroča veliko škodo v vinogradih po Evropi. O njeni prisotnosti 
poročajo v državah znotraj geografskega razpona: od Španije na zahodu, do Ukrajine na 
vzhodu, Nemčije in Francije na severu in Italije, Srbije na jugu Evrope (Belli in sod., 2010; 
Duduk in sod., 2004; Langer in Maixner, 2004; Milkus in sod., 2005; Pacifico in sod., 
2009; Sabate in sod., 2014). V Sloveniji smo jo prvič odkrili leta 1983 na vinski trti sorte 
Chardonnay, na zahodu Slovenije, na vzhodu Slovenije so bolezen zabeležili konec 
osemdesetih let prejšnjega stoletja (Seljak in Osler, 1997). 
 
Bolezenska znamenja navadne trsne rumenice so različna. V primeru, da so rastline vinske 
trte okužene zgodaj spomladi lahko nepravilno odženejo, nato se jim zgodaj poleti listi 
začno zvijati navzdol. Pri belih sortah listi postanejo klorotični ali orumenijo, pri rdečih 
sortah se obarvajo rdeče do vijolično. Pri obeh sortah je lahko prizadet samo del listne 
ploskve, ki je včasih sektorsko omejen z listnimi žilami, razbarvanje je lahko mozaično 
preko cele listne ploskve ali pa je prizadeta celotna površina listne ploskve. Kasneje se 
lahko listi odebelijo in postanejo krhki, kar jim da značilen pokajoč zvok ob mečkanju 
(Belli in sod., 2010). Ta bolezenska znamenja so posledica inhibicije in znižanja 
učinkovitosti fotosinteze ter metabolizma sladkorjev, ki ga povzroči okužba s fitoplazmo 
(Covington Dunn in sod., 2016; Hren in sod., 2007; Prezelj in sod., 2016). Pozno poleti se 
grozdi začnejo sušiti, trs zori neenakomerno, zato se povesi. Pozimi les zaradi nizkih 
temperatur počrni (od tod ime bolezni). Do sedaj našteta bolezenska znamenja so najbolj 
običajna za navadno trsno rumenico, lahko pa pride do razvoja drugih, kar je odvisno od 
sorte okužene trte, njenega fiziološkega stanja in različnih okoljskih razmer. Opisanim 
podobna bolezenska znamenja lahko povzročijo tudi drugi biotski ali abiotski dejavniki, 
kot je na primer stres. Po drugi strani pa so lahko okužene tudi trsne cepljenke, pri katerih 
bolezenska znamenja redko zaznamo, predstavljajo pa potencialen vir kontaminacije in 
širjenja bolezni na nova geografska območja (Belli in sod., 2010). 
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Bolezenska znamenja različnih trsnih rumenic so si podobna, zato jih, brez molekularnih 
analiz, med seboj ne moremo razlikovati (Belli in sod., 2010). 
 
2.3 EPIDEMIOLOGIJA 
 
Epidemiologija je veda o pogostnosti, razporeditvi in vzročnosti pojavljanja določene 
bolezni. Fitoplazme povzročajo bolezni na rastlinah, ki se prenašajo in širijo z žuželčjimi 
prenašalci. Posledično epidemiologija temelji na interakcijah med prenašalcem, patogenom 
in rezervoarjem za razmnoževanje patogena, pri katerem pa ne pride nujno do bolezni 
(Maixner in sod., 2014 ). 
 
Fitoplazme se ohranjajo s kroženjem med zelnatimi rastlinami in žuželčjim prenašalcem 
(Johannesen in sod., 2012), zato je epidemiologija teh patogenov neposredno odvisna od 
vrste prenašalca in njegovega načina življenja. Pomembno je torej poznavanje faze 
mirovanja žuželke, specifičnosti rastlinskih gostiteljev, preference žuželke do hranjenja na 
določenih rastlinskih vrstah, ali se žuželka hrani na več rastlinskih vrstah (polifagija), ali 
na eni (monofagija) in pri novih kandidatih za prenašalce, ali preiskovana gostiteljska 
žuželka lahko razširja fitoplazme (Cvrkovič in sod., 2014; Johannesen in sod., 2008).  
 
Polifagni prenašalci raznašajo eno vrsto patogena na več gostiteljev ali različne patogene k 
specifičnemu gostitelju. Širok razpon gostiteljev polifagnih žuželk lahko vodi v prenos 
patogena na neoptimalnega in gostitelja, ki ni rezervoar za to fitoplazmo (Johanessen in 
sod., 2012), slednji je v primeru 'Ca. P. solani' tudi vinska trta. Širokem razponu navkljub 
pa nabor gostiteljskih rastlin v določenih območjih omejujejo geografske in podnebne 
značilnosti (Imo in sod., 2013). Zlasti spreminjanje slednjih lahko vodi do vključevanja 
novih rastlin v prehrano polifagnih prenašalcev in ima lahko resne posledice za migracijo 
žuželk in z njimi rastlinskih patogenov na nova geografska območja. Razširitev nabora 
gostiteljev pa lahko poveča možnost za gensko izmenjavo med sevi patogena, omejevanje 
števila raznolikih gostiteljev pa vodi v zelo specifične cikle prenosa (Imo in sod., 2013).  
 
Prostorsko in časovno poznavanje razširjenosti različnih sevov 'Ca. P. solani' nam torej 
poda vpogled v epidemiologijo bolezni navadne trsne rumenice. Z genotipizacijo sevov v 
vzorcih okuženih rastlinskih gostiteljev in žuželčjih prenašalcev odvzetih v določenem 
časovnem obdobju in z analizo njihove geografske razporeditve, lahko predvidevamo kako 
se navadna trsna rumenica širi skozi prostor in čas.  
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 VZORCI 
 
Multilokusno sekvenčno genotipizacijo smo izvedli na 95 vzorcih DNA. Iz vinske trte so 
predhodno izolirali DNA iz 90 vzorcev (Mehle in sod., 2013a). Vzorce so nabrali med 
pregledi stanja okuženosti vinske trte s fitoplazmami v Sloveniji med leti 2003 in 2015 
(specifično leta 2003, 2007, 2010, 2013, 2015, Priloga A). V analizo smo vključili tri 
vzorce korenja iz let 2016 in 2017 in dva vzorca koprive, nabrana leta 2016 (Preglednica 
9). V obravnavanih vzorcih korenja so prvič odkrili fitoplazmo na korenju v Sloveniji 
(Mehle in sod., 2018), vzorca koprive pa smo izbrali zaradi enakega epidemiološkega 
cikla, kot ga ima vinska trta. 
Vsem vzorcem so predhodno s PCR v realnem času (Mehle in sod., 2013b) določili 
prisotnost fitoplazme iz skupine 16SrXII. 
 
Vzorce vinske trte smo izbrali glede na primerni pražni cikel metode PCR (Cq) v realnem 
času in genotipov gena tuf, ki sta jih predhodno določili Vidmar (2017) in Kavčič (2015). 
Vzorce smo izbrali, tako da so bili genotipi tuf-a, tuf-b1 in tuf-b2 enakomerno zastopani v 
izbranem časovnem obdobju. 
 
3.2 POSTOPEK DELA 
 
V izbranih vzorcih smo najprej pomnožili odsek tarčnega gena secY in stamp z ugnezdeno 
PCR (ang.: nested PCR; nPCR) (Slika 1). Uspešnost pomnoževanja smo preverili z 
agarozno gelsko elektroforezo. Produkte nPCR smo očistili in jim določili nukleotidno 
zaporedje. Reakcijo sekvenciranja smo izvedli v Macrogen Europe (Nizozemska) ali v 
GATC Biotech (Nemčija), oba ponudnika Sangerjevega sekvenciranja. Pridobljena 
nukleotidna zaporedja smo uredili s pomočjo orodja ContigExpress v računalniškem 
programu Vector NTI (ThermoFisher Scientific) in jim določili genotip, katerega smo 
potem primerjali z bazo podatkov NCBI, natančnejše z njihovimi nukleotidnimi zbirkami 
podatkov, s programskim orodjem BLAST (2019), nastavljenim na algoritem 
blastn/megablast. Izrisali smo filogenetska drevesa genov secY in stamp. 
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Slika 1: Shematski pregled postopka dela. 
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3.2.1 PCR in ugnezden PCR 
 
Materiali: 
 komora za pripravljanje reakcijskih mešanic za PCR (Biosan DNA/RNA cleaner 
UVT-S-AR) 
 komora za dodajanje DNA (Biosan DNA/RNA cleaner UVCT/T-M-AR) 
 komora za delo s PCR produkti (Ehret, BIOSAFE 2) 
 centrifuga (MiniSpin, Eppendorf) 
 avtomatske pipete 
 polimeraza, MgSO4, 10x high fidelity buffer (Invitrogen, ThermoFisherScientific, 
kat. Št. 1825424) 
 začetni oligonukleotidi (proizvajalec IDT; pregled v preglednici 1) 
 dNTP mix (AppliedBiosystems GeneAmp dNTP blend, kat. Št.: 1512154) 
 PCR System 9700 GeneAmp PCR cycler (AppliedBiosystems) 
 sterilna, deionizirana voda 
 
Preglednica 1: Začetni oligonukleotidi (Fabre in sod., 2011; Fialova in sod., 2009; Schneider in sod., 1997) 
Oligonukleotidni začetnik Nukleotidno zaporedje (5'-3') 
za PCR gena secY  
PosecF1 TCTGCTTTGCCTTTGCCTTT 
PosecR1  ATTAGTAAACTAGTTCCTCC 
za ugnezden PCR gena secY  
PosecF3 GGATTGATAGATGCTGCCCC 
PosecR3 GCCCCTATAACGGTGATTTTGA 
za PCR gena stamp  
Stamp-F GTAGGTTTTGGATGTTTTAAG 
Stamp-R0 AAATAAAAGAACAAGTATAGACGA 
za ugnezden PCR gena stamp  
Stamp-F1 TTCTTTAAACACACCAAGAC 
Stamp-R1 AAGCCAGAATTTAATCTAGC 
za PCR gena tuf  
Tuf1f CACATTGACCACGGTAAAAC 
Tuf1r CCACCTTCACGAATAGAGAAC 
za ugnezden PCR gena tuf  
TufA Yf GCTAAAAGTAGAGCTTATGA 
TufA Yr CGTTGTCACCTGGCATTACC 
 
Postopek enak za PCR in nPCR: 
Odtajan pufer, MgSO4, oligonukleotidne začetnike in nukleotidno mešanico smo premešali 
in jih v komori za pripravo reakcijskih mešanic za PCR skupaj s sterilno deionizirano vodo 
dodali v mikrocentrifugirko v razmerjih, prikazanih v preglednici 2. Mešanici smo dodali 
polimerazo, katero smo do uporabe hranili v zmrzovalniku. Mešanico z dodanim encimom 
smo premešali in v posamezno mikrocentrifugirko za PCR odpipetirali po 48 μL.  
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Preglednica 2: Sestava reakcijskih mešanic za PCR in ugnezden PCR 
Kemikalija Končna koncentracija Volumen za eno reakcijo (μL) 
deionizirana H2O  35,8 
10x high fidelity buffer 1x 5 
MgSO4 (50 mM) 2 mM 2 
dNTP (10 mM) 200 μM 1 
P1* (10µM) 400 nM 2 
P2* (10µM) 400 nM 2 
high fidelity Taq polimeraza (5U/μL) 0,02 U/μL 0,2 
vzorec DNA ali PCR produkt**  2 
*Kombinacije začetnih oligonukleotidov za PCR (P1/P2): PosecF1/ PosecR1 ali Stamp-F/Stamp-R0 ali 
Tuf1f/Tuf1r; kombinacije začetnih oligonuklotidov za ugnezden PCR (P1/P2): PosecF3/PosecR3 ali Stamp-
F1/Stamp-R1 ali TufA Yf/TufA Yr,   
**za PCR: 2 μL 10x redčenega vzorca DNA; za nPCR: 2 μL neredčenega  pomnožka PCR 
 
Nadaljnji postopek v primeru izvajanja PCR:  
Postopek smo nadaljevali v komori za dodajanje DNA, kjer smo v posamezno mešanico v 
centrifugirki za PCR odpipetirali 2 μL predhodno odtajane in premešane 10x redčene 
DNA. Izjema je bila mešanica, ki deluje kot negativna kontrola. V slednjo smo dodali 2 μL 
sterilne, deionizirane vode. Vsebino mikrocentrifugirk smo dobro premešali in vstavili v 
napravo PCR. 
Nadaljnji postopek v primeru izvajanja nPCR: 
Postopek smo nadaljevali v komori za delo s pomnožki PCR, kjer smo v posamezno 
mešanico v centrifugirki za PCR odpipetirali 2 μL predhodno premešanih pomnožkov 
PCR, vključno z negativno kontrolo, ki služi tudi kot negativna kontrola ugnezdene PCR. 
Vsebino mikrocentrifugirk smo dobro premešali in vstavili v napravo PCR. 
Postopek enak za PCR in nPCR: 
V napravo PCR smo vnesli želene pogoje reakcije, kot so navedeni v preglednici 3, in jo 
zagnali.  
 
Preglednica 3: Pogoji reakcij PCR in ugnezdene PCR (Fabre in sod., 2011; Fialova in sod., 2009; Schneider 
in sod., 1997) 
 PCR (gen 
secY) 
nPCR (gen 
secY) 
PCR (gen 
stamp) 
nPCR (gen 
stamp) 
PCR (gen 
tuf) 
nPCR (gen 
tuf) 
začetna 
denaturacija 
2 min pri 
94°C 
2 min pri 
94°C 
2 min pri 
94°C 
2 min pri 
94°C 
3 min pri 
94°C 
3 min pri 
94°C 
denaturacija 15 s pri 
94°C 
15 s pri 
94°C 
15 s pri 
94°C 
15 s pri 
94°C 
30 s pri 
94°C 
30 s pri 
94°C 
naleganje  30 s pri 
54°C 
30 s pri 
62°C 
30 s pri 
56°C 
30 s pri 
52°C 
30 s pri 
45°C 
30 s pri 
53°C 
podaljševanje 1 min pri  
68°C 
1 min pri  
68°C 
1 min pri  
68°C 
1 min pri  
68°C 
1 min pri  
68°C 
1 min pri  
68°C 
Število 
ciklov 
35 35 35 35 35 35 
končno 
podaljševanje 
- - - - 7 min 68°C 7 min 68°C 
končna 
inkubacija 
nedoločeno 
pri 4°C 
nedoločeno 
pri 4°C 
nedoločeno 
pri 4°C 
nedoločeno 
pri 4°C 
nedoločeno 
pri 4°C 
nedoločeno 
pri 4°C 
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3.2.2 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Materiali: 
 miliQ voda 
 plastični glavnički in nosilci za gel (Biorad) 
 tehtnica (Sanitorius BP 310 S) 
 centrifuga (MiniSpin, Eppendorf) 
 avtomatske pipete 
 kemikalije: agaroza (Sigma, A-9539), pufer TAE (50x; Tris-base, EDTA, ledocetna 
kislina), nanašalni pufer (6x; mq voda, glicerol, xylene cyanol FF, bromfenol 
modro), etidijev bromid (10mg/mL), DNA velikostna lestvica GeneRuler 100 bp 
plus (MBI fermentas, Thermo scientific) 
 laboratorijski parafilm 
 banjica za elektroforezo (Sub-cell GT, Bio-Rad) 
 izvor elektrike (PowerPac 3000, Bio-Rad) 
 UV transiluminator (Biosystematica, UVI prosystem) 
 
Postopek dela: 
Upoštevajoč velikost nosilca za gel smo zatehtali potrebno količino agaroze za pripravo 
1% agaroznega gela. Kemikalije, potrebne za izdelavo 100 mL 1% agaroznega gela, so 
preračunane v spodnji preglednici (Preglednica 4). Agarozo smo zmešali s pufrom TAE in 
jo raztopili s segrevanjem v mikrovalovni pečici, dokler mešanica ni zavrela. Gel je imel 
okoli 60 °C, ko smo mu dodali etidijev bromid, ga vlili v nosilec, namestili vanj glavniček 
in počakali, da se strdi. Strjen gel smo skupaj z nosilcem postavili v banjico in vanjo nalili 
pufer TAE tako visoko, da smo prekrili gel.  
 
Preglednica 4: Kemikalije potrebne za izdelavo 100 mL agaroznega gela 
Koncentracija Pufer  TAE (mL) Agaroza (g) Etidijev bromid (μL) 
1 % 100 1 5 
 
Na parafilm smo nanesli kapljice nanašalnega pufra, v katere smo zmešali produkt 
ugnezdenega PCR v razmerju 1:4, en delež pufra proti štirim deležem produkta. Eno 
kapljico nanašalnega pufra smo pripravili tudi za DNA velikostno lestvico. Slednje smo 
dodali 1 μL, premešali s kapljico nanašalnega pufra in mešanico nanesli na gel. Drugim 
kapljicam smo dodali 8 μL predhodno premešanega pomnožka nPCR, jih prav tako 
posamično premešali in nanesli na gel.  
 
Banjico za elektroforezo smo priključili na izvor elektrike in zagnali elektroforezo pri 
stalni napetosti 100 V. Elektroforeza je tekla 30 minut, nakar smo gel slikali na UV 
transiluminatorju s kamero.  
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3.2.3 Čiščenje produkta PCR 
 
Material: 
 komora za delo s produkti PCR (Ehret, BIOSAFE 2) 
 MinElute PCR Purification Kit (250) (Qiagen, kat. Št.: 28006): vezavni pufer 
(buffer PB), pufer za spiranje (buffer PE), pufer za elucijo (buffer EB), pH 
indikator in mikrocentrifugirke z MinElute kolonami, 
 96 % etanol (Emsure, kat. Št.: K477989083 619, Merck KGaA) 
 3 M Na acetat (pH 5) 
 centrifuga (Eppendorf 5417 R) 
 avtomatske pipete 
 sterilne 2 mL in 1,5 mL mikrocentrifugirke 
 laboratorijski parafilm 
 produkt ugnezdenega PCR 
 
Za čiščenje pomnožka nPCR smo uporabili MinElute PCR Purification Kit (Qiagen). V 
večji meri smo se držali postopka proizvajalca, z dvema manjšima spremembama, ki sta v 
opisu spodaj odebeljeni.  
 
Pred začetkom čiščenja smo pripravili pufre po navodilih proizvajalca; v vezavni pufer 
smo dodali indikatorsko barvilo za pH, pufru za spiranje pa  96 % etanol. Vsa 
centrifugiranja v tem postopku so potekala pri sobni temperaturi in relativni centrifugalni 
sili 13000 rcf (ang. relative centrifugal force).  
 
V 2 mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali 200 μL vezavnega pufra PB in jim v komori 
za delo s PCR produkti, dodali 40 μL pomnožka nPCR, da je bilo končno razmerje pufra in 
pomnožka 5 : 1. V primeru, da se je mešanica obarvala vijoličasto, smo ji dodali 10 μL 3 
M Na acetata (pH 5) in jo dobro premešali. Nato smo jo prenesli na mikrocentrifugirko z 
MinElute kolono in centrifugirali eno minuto. Med centrifugiranjem smo pripravili dve 
sveži 2 mL mikrocentrifugirki na vzorec, katerim smo odrezali pokrovčke. Izpirek smo 
zavrgli skupaj z mikrocentrifugirko, obdržali smo kolono z vezano DNA in jo prestavili v 
svežo mikrocentrifugirko. Koloni smo dodali 750 μL pufra PE in jo centrifugirali eno 
minuto. Izpirek smo zavrgli in kolono prestavili v novo 2 mL mikrocentrifugirko ter jo 
zopet centrifugirali eno minuto. Izpirek smo ponovno zavrgli in kolono prestavili v 1,5 mL 
mikrocentrifugirko z varnim zapiranjem (ang. safelock). Na sredino membrane kolone smo 
odpipetirali 10 μL elucijskega pufra EB in počakali dve minuti, preden smo kolono v 
mikrocentrifugirki centrifugirali eno minuto. Slednji korak smo ponovili. Izpirek je 
očiščen produkt, katerega mikrocentrifugirko smo označili, dodatno zaprli s parafilmom in 
jo do pošiljanja v sekvenciranje shranili v zmrzovaniku pri -20 °C. 
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3.2.4 Sekvenciranje produkta PCR  
 
Ustrezno označene mikrocentrifugirke z očiščenimi pomnožki nPCR in priloženimi 
začetnimi oligonukleotidi smo poslali v Macrogen Europe (Nizozemska) ali v GATC 
Biotech (Nemčija) v skladu z navodili ponudnika te storitve. 
 
3.2.5 Obdelava pridobljenih sekvenc in določitev genotipa 
 
Rezultate sekvenciranja smo analizirali z orodjem ContigExpress v računalniškem 
programu Vector NTI (TermoFisher Scientific). Vsako neujemanje med nukleotidi 
poravnanega smiselnega in protismiselnega zaporedja smo preverili na kromatogramih 
obeh zaporedij. V primeru, da določitev nukleotida ni bila mogoča, ali pa je bilo zaporedje 
prekratko, smo ponovno izvedli sekvenciranje na novem očiščenem produktu ugnezdene 
PCR.  
Za prikaz poravnav urejenih nukleotidnih zaporedij smo uporabili program CLC Sequence 
Viewer 8.0 (podjetje CLC Bio, QIAGEN). 
 
Vsa dobljena nukleotidna zaporedja vzorcev smo poravnali in jim določili genotip glede na 
polimorfizem. Vsak genotip smo s programom BLAST primerjali z zaporedji v bazi 
podatkov NCBI, natančnejše v njihovi bazi nukleotidnih zaporedij, z algoritmom 
megablast (BLAST, 2019). S tem smo preverili, ali je bil določen genotip že zabeležen. 
 
3.2.6 Izdelava filogenetskih dreves 
 
Za dobljena nukleotidna zaporedja in za zaporedja iz baze podatkov NCBI (Priloga F)  smo 
izrisali filogenetska drevesa s pomočjo programa MEGA 7. Uporabili smo metodo 
najverjetnejšega drevesa (ang. maximum likelyhood tree) in uporabili po njej predlagane 
parametre za izdelavo filogenetskega drevesa, katerega verjetnost smo preverili z metodo 
vezenja (ang. bootstrap test) s tisoč ponovitvami. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 POMNOŽKI UGNEZDENE PCR 
 
Uspešnost pomnoževanja nPCR smo preverili z 1 % agarozno gelsko elektroforezo. Kjer 
smo na gelu zaznali pomnožek nPCR, je bil ta (glede na velikostno lestvico DNA) velik 
približno 990 bp pri pomnožkih nPCR gena secY in približno 500 bp pri pomnožkih nPCR 
gena stamp. Uspešno pridobljena nukleotidna zaporedja gena secY so bila dolga od 694 bp 
do 815 bp, gena stamp pa od 466 bp do 487 bp.  
 
Pomnožki reakcije nPCR za gen tuf, ki smo jo izvedli za tri vzroce korenja, so bili dolgi 
približno 940 bp. Nukleotidna zaporedja so bila ustrezne dolžine, da smo jim določili 
genotip glede na referenčne sekvence  (Aryan in sod., 2014) iz nukleotidne baze NCBI 
(Priloga F). 
 
4.2 GEN secY 
 
Analiziranim vzorcem smo določili pet različnih genotipov nukleotidnega zaporedja gena 
secY, katerih poravnava je prikazana na sliki 2. Genotipe smo poimenovali naraščajoče po 
abecednem redu; secY-A, secY-B, secY-C, secY-D, secY-E. Vsa poravnana nukleotidna 
zaporedja so dolga 694 nukleotidov. Skupno smo odkrili osem polimorfizmov posameznih 
nukleotidov (ang.: single nucleotide polymorphysm; SNP).  
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Slika 2: Poravnava nukleotidnih zaporedij določenih genotipov secY. Polimorfizmi posameznih nukleotidov 
so v stolpcih označenih z modro barvo. Slika je bila pridobljena s programom CLC Sequence Viewer 8.0 
(podjetje CLC Bio, QIAGEN). 
Mermal S. Multilokusna sekvenčna tipizacija fitoplazme 'Ca. P. solani' v slovenskih vinorodnih deželah.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
15 
 
4.2.1 Vzorci vinske trte 
 
Genotip secY smo uspeli določiti štiriinosemdesetim od devetdesetih vzorcev vinske trte 
(Preglednica 5). Največ vzorcev, 40, ima genotip secY-A. Genotip secY-B sledi z 19, 
genotip secY-C je tretji najpogostejši s 14 pripisanimi vzorci. Genotipa secY-D in secY-E 
sta v šestih in petih vzorcih, najmanj zastopana. Vzorcev z nedoločenim genotipom gena 
secY je šest (pet iz Primorske in eden iz Podravske vinorodne dežele), od tega pri dveh 
vzorcih na agaroznem gelu nismo zaznali produkta ugnezdenega PCR, pri ostalih štirih pa 
nukleotidnega zaporedja ni bilo možno z gotovostjo določiti. 
 
Pogostost pojavljanja genotipov lahko opišemo časovno glede na leto vzorčenja in 
geografsko. Vzorci vinske trte so bili vzorčeni v dveh slovenskih vinorodnih deželah: v 
Primorski in Podravski (Štajerskem) vinorodni deželi, kar bomo privzeli za širši opis 
geografske razporeditve genotipov gena secY v Sloveniji (Preglednica 5). 
 
 
Preglednica 5: Časovna in geografska razporejenost genotipov gena secY, glede na na leto vzorčenja in 
vinorodno deželo. 
Leto št. vzorcev genotip 
secY-A 
genotip 
secY-B 
genotip 
secY-C 
genotip 
secY-D 
genotip 
secY-E 
genotip ni 
določen 
2003 Primorska 1 2 1 0 0 0 
 Štajerska 3 3 0 0 0 0 
2007 Primorska 3 2 1 2 0 1 
 Štajerska 6 4 0 0 0 0 
2010 Primorska 2 1 4 2 0 1 
 Štajerska 6 2 0 0 0 1 
2013 Primorska 1 1 3 0 4 0 
 Štajerska 6 2 0 0 1 0 
2015 Primorska 1 1 5 2 0 3 
 Štajerska 11 1 0 0 0 0 
skupno  40 19 14 6 5 6 
 Primorska 8 7 14 6 4 5 
 Štajerska 32 12 0 0 1 1 
 
 
Iz stolpičnega diagrama (Slika 3) lahko razberemo ključne razlike v razporejenosti 
genotipov gena secY med obema pokrajinama v analiziranih letih. Opazimo večjo 
razgibanost gena secY na Primorskem, kjer v vsakem izbranem letu zasledimo prisotne tri 
ali več genotipov. Razvidno je tudi, da sta secY-C in secY-D omejena le na Primorske 
vzorce, kjer je secY-C prisoten vsako leto, z največjim deležem v letu 2015; 62 % vzorcev 
z določenim genotipom na Primorskem. secY-D smo odkrili v vzorcih iz leta 2007, 2010 in 
2015. secY-A, secY-B in secY-E najdemo v obeh pokrajinah. 
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Na Štajerskem vsako leto najdemo vzorce genotipom secY-A in secY-B, delež prvega 
vsako leto doseže ali preseže 50 %. Z izjemo leta 2013, ko smo v vzorcu iz Gornje 
Radgone zaznali genotip secY-E, sta secY-A in secY-B edina genotipa gena secY vzorcev 
iz te regije. 
 
 
Slika 3: Grafični prikaz razporeditve genotipov secY od 2003 do 2015 v dveh slovenskih regijah. 
 
4.2.2 Vzorci kopriv in korenja  
 
Poleg vzorcev vinske trte smo v nalogi analizirali tudi dva vzorca koprive in tri vzorce 
korenja. Vzorcema koprive je bil genotip tuf določen v okviru magistrske naloge Sare 
Vidmar (2016). Vzorcem korenja, v katerih smo dokazali 'Ca. P. solani' (Mehle in sod., 
2018), pa smo v okviru te naloge poleg secY in stamp, analizirali tudi gen tuf. Rezultati 
slednjih analiz so prikazani v preglednici 6.  
 
 
Preglednica 6: Vzorci kopriv in korenja z določenimi genotipi tuf, secY in stamp. 
vzorec kraj vzorčenja vrsta Cq* genotip 
tuf 
genotip 
 secY 
genotip 
stamp 
369/16 Dolga vas korenje n.p. b2 C VII 
509/16 Groblje pri Prekopi korenje n.p. a C III 
356/17 Stojnci korenje n.p. b1 C V 
303/16 Maribor kopriva 24 b2 A II 
283/16 Janeževa Gorca kopriva 27 b2 A II 
* pražni cikel pri metodi PCR v realnem času. 
 n.p.=ni podatka  
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Vsak vzorec korenja ima različen genotip tuf; v korenju najdemo vse genotipe tega gena, ki 
so prisotni v Sloveniji, genotip secY pa je bil v vseh vzorcih korenja secY-C. 
 
V vzorcih koprive smo zabeležili genotip tuf, tuf-b2 in genotip secY, secY-A. 
 
4.2.3 Umestitev določenih genotipov secY v filogenetsko drevo 
 
Raznolikost 'Ca. P. solani' na nivoju 694 baz dolgega odseka gena secY je prikazana na 
sliki 4. Glede na podatke v bazi NCBI (Slika 4) so genotip secY-A pred našo določitvijo 
dokazali že v Italiji, Nemčiji, Avstriji in na Hrvaškem in sicer na vinski trti, koprivi in v 
svetlečem škržatku. Genotip secY-B, ki je bil odkrit na istih gostiteljskih rastlinah kot 
secY-A, ima glede na podatke, ki so nam na voljo, manjšo mednarodno razširjenost, saj je 
bil poleg v Sloveniji, odkrit le še v Italiji in Avstriji. SecY-C je najbolj razširjen genotip 
gena secY. Glede na podatke v bazi NCBI je bil odkrit v 12 državah. Od Sloveniji 
sosednjih držav so ga odkrili v Italiji in Avstriji. SecY-C ima navedenih tudi največ 
različnih gostiteljev fitoplazme; kar 15. V naših vzorcih smo ta genotip zasledili v vzorcih 
vinske trte in korenja. Genotip secY-D so predhodno odkrili tudi v sosednjih državah — 
Avstriji, Hrvaški in Italiji. Fitoplazemsko DNA so v tem primeru pridobili iz dveh 
gostiteljev: vinske trte in svetlečega škržatka (Hyalesthes obsoletus). Drugi najbolj 
razširjen genotip je secY-E . Poleg Slovenije so ga zabeležili še v devetih državah, 
vključno z Avstrijo, Hrvaško in Italijo. Tudi po številu genotipu pripisanih gostiteljev je 
secY-E drugi, ima jih sedem.  
 
Na filogenetskem drevesu je prikazanih 25 genotipov gena secY. V naših vzorcih smo našli 
pet od 25 genotipov, kar predstavlja 20 % vej drevesa. Gen secY je bolj raznolik, kot ga 
lahko predstavimo samo z vzorci vzorčenimi v Sloveniji. 
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Slika 4 se nadaljuje. 
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… nadaljevanje Slike 4. 
 
 
Slika 4: Filogenetsko drevo nukleotidnega zaporedja gena secY za genotipe 'Ca. P. solani' določene v tej 
študiji in za zaporedja iz baze podatkov NCBI (podana je številka dostopnosti; ang.: accession number) . Za 
vsak vnos je podan gostitelj in država vzorčenja (v angleškem jeziku). V primeru, da je bilo v bazi podatkov 
NCBI več vnosov z enakim nukleotidnim zaporedjem, gostiteljem in državo vzorčenja, smo v analizo 
vključili le enega. Slika je bila pridobljena s programom MEGA 7. V analizo je bilo vključeno 694 
nukleotidov. Filogenetsko drevo je bilo izrisano z uporabo metode najverjetnejšega drevesa (ang. maximum 
likelyhood tree), katerega verjetnost smo preverili s povratnim testiranjem (ang. bootstrap test) s tisoč 
ponovitvami (na sliki so prikazane vse vrednosti povratnega testiranja). Dolžina veje je proporcionalna 
številu substitucij v nukleotidnem zaporedju, daljša kot je, večje je število substitucij. 
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4.2.4 Časovna umestitev pojavljanja genotipov secY po državah 
 
Za izolate iz baze NCBI za katere je navedeno leto vzorčenja, smo naredili časovni pregled 
pojavljanja genotipov, ki smo jih odkrili tudi v Sloveniji (Preglednica 7). Za vse genotipe 
so v bazi NCBI datirani vnosi za vsaj tri države, v večini primerov gre za Sloveniji 
sosednje države. Glede na podatke v bazi NCBI, so genotip secY-A datirali v štirih 
državah — Avstriji, Hrvaški, Italiji in Sloveniji, g secY-C pa v šestih. 
 
Izdelavo obširnejšega in natančnejšega časovnega pregleda prisotnosti genotipov gena 
secY, omejujejo pomanjkljivi vnosi v bazo podatkov NCBI, kjer čas vzorčenja pogosto ni 
zabeležen. Tako imamo podatek o prisotnosti genotipa secY-C v 12 državah (Slika 4), 
okvirni čas vzorčenja tega genotipa pa smo uspeli pridobiti le za šest držav.  
 
Vnos z najstarejšim časom vzorčenja in z nukleotidno sekvenco enega od naših genotipov 
gena secY je vnos za genotip secY-C, katerega vzorec je bil nabran leta 1978 na območju 
bivše Jugoslavije. Ni podatka, v katerem koncu Jugoslavije je bil vzorec odvzet, zato ga ne 
moremo umestiti v eno od držav, ki danes obstajajo na tem območju.  
 
 
Preglednica 7: Časovni pregled pojavljanja genotipov odkritih v Sloveniji in drugih državah. V oklepajih so 
navedene številka dostopnosti (GenBank ID) uporabljenih vzorcev iz baze podatkov NCBI. 
Leto secY-A  secY-B  secY-C secY-D secY-E  
1978 - - Jugoslavija 
(AM992086) 
- - 
1996 - - Francija 
(FM163376) 
- - 
2000 - - - Hrvaška 
(FN813272) 
Francija 
(AM992092) 
2001 - - Libanon 
(AM992091) 
- - 
2003 Slovenija Slovenija  Azerbajdžan 
(LT899853), 
Slovenija 
- - 
2007 Hrvaška 
(HQ413168) 
- - Italija 
(KT310181), 
Slovenija 
- 
2008 Italija 
(KT310184) 
Italija 
(KT310183) 
- - - 
2011 - - Švica 
(KP635228) 
- Italija 
(KJ145365) 
2012 Avstrija 
(KJ469711) 
- - - - 
2013 - Avstrija 
(KJ469712) 
- - Slovenija 
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4.3 GEN stamp 
 
Analiziranim vzorcem smo določili devet različnih genotipov nukleotidnega zaporedja 
gena stamp, katerih poravnava je prikazana na sliki 5. Genotipe smo poimenovali 
naraščajoče z rimskimi številkami; stamp-I, stamp-II, stamp-III, stamp-IV, stamp-V, 
stamp-VI, stamp-VII, stamp-VIII, stamp-IX. Vsa poravnana nukleotidna zaporedja so 
dolga najmanj 466 in največ 487 znakov. Odkrili smo 26 polimorfizmov posameznih 
nukleotidov (ang.: single nucleotide polymorphysm; SNP) in 45 mest neskladja. 
 
Slika 5: Poravnava nukleotidnih zaporedij določenih genotipov gena stamp. Slika je bila pridobljena s 
programom CLC Sequence Viewer 8.0 (podjetje CLC Bio, QIAGEN). 
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4.3.1 Vzorci vinske trte 
 
Genotip gena stamp smo uspešno določili pri 73 od 88 vzorcev vinske trte (Preglednica 8). 
Najpogostejši je genotip stamp-II, kateremu smo pripisali 27 vzorcev. Za njim je genotip 
stamp-I z 18 vzorci. Sledijo stamp-IV s sedmimi, stamp-III s šestimi, stamp-V in stamp-VI 
s štirimi dodeljenimi vzorci. Najredkejši genotipi slovenskih vzorcev so genotipi stamp-
VII, stamp-VIII in stamp-IX, s tremi, dvema in enim določenim vzorcem. Šestnajst 
vzorcev je ostalo nedoločenih, kar je v primerjavi s statistiko genotipov gena secY veliko. 
Pri treh vzorcih nismo dobili pomnožka nPCR; dva od teh vzorcev sta imela enak izid tudi 
pri analizi gena secY, en pa je omejen le na neuspeh nPCR gena stamp. Preostalih trinajst 
vzorcev je imelo kromatogram sekvenciranja nejasen in tako nukleotidnega zaporedja ni 
bilo mogoče določiti z zadovoljivo mero gotovosti.  
 
Tudi pri genu stamp lahko pogostost pojavljanja genotipov opišemo časovno glede na leto 
vzorčenja in geografsko, glede območje, kjer smo vzorčili vinsko trto — v Primorski in 
Podravski (Štajerska) vinorodni deželi, kar bomo privzeli za najsplošnejši opis geografske 
razporeditve genotipov gena stamp v Sloveniji (Preglednica 8). 
 
 
Preglednica 8: Razporeditev genotipov gena stamp glede na leto in regijo vzorčenja. 
Leto št. 
vzorcev 
stamp-
I 
stamp-
II 
stamp-
III 
stamp-
IV 
stamp-
V 
stamp-
VI 
stamp-
VII 
stamp-
VIII 
stamp-
IX 
ND* 
2003 Primorska 2 0 0 0 1 1 0 0 0 0 
 Štajerska 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0 
2007 Primorska 1 0 1 2 0 0 0 2 0 1 
 Štajerska 3 5 0 0 0 0 0 0 0 2 
2010 Primorska 1 0 1 2 1 1 1 0 0 3 
 Štajerska 2 5 0 0 0 0 0 0 0 2 
2013 Primorska 2 0 3 0 0 1 0 0 1 2 
 Štajerska 2 5 0 0 0 0 1 0 0 1 
2015 Primorska 1 0 1 3 2 1 1 0 0 3 
 Štajerska 1 9 0 0 0 0 0 0 0 2 
skupno  18 27 6 7 4 4 3 2 1 16 
 Primorska 7 0 6 7 4 4 2 2 1 8 
 Štajerska 11 17 0 0 0 0 1 0 0 7 
*ND= genotip ni določen 
 
Tudi pri analizi gena stamp opazimo, da se na Štajerskem pojavljajo največ trije genotipi v 
vzorcih posameznega leta. Na Štajerskem tako najdemo le genotipe stamp-I, stamp-II in 
stamp-VII. Slednji je zastopan v samo enem vzorcu iz leta 2013, prva dva pa najdemo bolj 
pogosto; zastopanost stamp-I se na Štajerskem z leti zmanjšuje; leta 2015 ima v tej regiji le 
10 % vzorcev z določenim genotipom stamp-I. Nasprotno se delež vzorcev z določenim 
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genotipom stamp-II na Štajerskem postopoma povečuje, od 50 % v letu 2003 do 90 % v 
letu 2015 (Slika 6). 
 
Gen stamp je bolj raznolik na Primorskem. Tu najdemo osem od devetih genotipov 
določenih v naših vzorcih, šest od osmih genotipov zabeleženih na Primorskem pa smo 
našli samo v vzorcih iz Primorske vinorodne dežele. Edini genotip, ki ga na Primorskem 
nismo zasledili, na Štajerskem pa je bil prisoten vsako leto, je bil stamp-II.  
Genotipa stamp-VII in stamp-IX sta prisotna v vzorcih samo enega leta: stamp-VII v dveh 
vzorcih s Primorske iz leta 2007 in stamp-IX v vzorcu iz leta 2013. 
 
 
Slika 6: Razporeditev genotipov gena stamp glede na leto in regijo vzorčenja. 
 
4.3.2 Vzorci kopriv in korenja 
 
V treh vzorcih korenja smo zaznali tri genotipe gena stamp: stamp-III, stamp-V ter stamp-
VII (Preglednica 6).  
 
Vzorca koprive sta imela enak genotip: stamp-II (Preglednica 6). 
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4.3.3 Umestitev določenih genotipov stamp v filogenetsko drevo 
 
Raznolikost 'Ca. P. solani' na nivoju 487 baz dolgega odseka gena stamp je prikazana na 
sliki 7. genotip stamp-I, ki je v Sloveniji najštevilčnejši, se pojavlja tudi v Avstriji. 
Fitoplazmo s tem genotipom so izolirali iz treh gostiteljev – vinske trte, koprive in 
svetlečega škržatka. Enake gostitelje imajo 'Ca. P. solani' z genotipom stamp-II, ki se 
pojavlja, razen v Sloveniji, še v Italiji in Nemčiji. Stamp-III najdemo tudi v Srbiji, Bosni in 
Hercegovini. Izolirali so ga iz šestih različnih gostiteljev. Genotip stamp-IV, so odkrili tudi 
na Hrvaškem in v Italiji, vedno le na vinski trti. Stamp-V najdemo še v Črni Gori in Srbiji 
v fitoplazmah, ki jih najdemo na sedmih različnih gostiteljih, vključno z vinsko trto. 
Genotipa stamp-VI in stamp-VIII se razlikujeta v enem samem nukleotidu in ju je program 
MEGA 7 pod uporabljenimi nastavitvami, uvrstil na isto vejo drevesa, zato ju bomo 
obravnavali skupaj. Poleg Slovenije ju najdemo v treh državah, Avstriji, Italiji in 
Makedoniji, v izolatih iz treh gostiteljev: vinske trte, koprive in svetlečega škržatka. 
Genotip stamp-VII najdemo tudi v Srbiji in v vzorcih petih različnih gostiteljev. Zadnji 
genotip, stamp-IX, smo zabeležili tudi na izolatih vinske trte iz Italije in Nemčije.  
 
Na filogenetskem drevesu prikazanih 32 genotipov gena stamp. V naših vzorcih smo 
določili 9 od 32 genotipov, kar predstavlja 28 % vej drevesa. 
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Slika 7 se nadaljuje …  
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… nadaljevanje Slike 7. 
 
Slika 7: Filogenetsko drevo nukleotidnega zaporedja gena stamp za genotipe 'Ca. P. solani' določene v tej 
študiji in za zaporedja iz baze podatkov NCBI (podana je številka dostopnosti; ang.: accession number) . Za 
vsak vnos je podan gostitelj in država vzorčenja (v angleškem jeziku). V primeru, da je bilo v bazi podatkov 
NCBI več vnosov z enakim nukleotidnim zaporedjem, gostiteljem in državo vzorčenja, smo v analizo 
vključili le enega. Slika je bila pridobljena s programom MEGA 7. V analizo je bilo vključeno 487 
nukleotidov. Filogenetsko drevo je bilo izrisano z uporabo metode najverjetnejšega drevesa (ang. maximum 
likelyhood tree), katerega verjetnost smo preverili s povratnim testiranjem (ang. bootstrap test) s tisoč 
ponovitvami (na sliki so prikazane vse vrednosti povratnega testiranja). Dolžina veje je sorazmerna številu 
substitucij v nukleotidnem zaporedju; daljša kot je, večje je število substitucij. 
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4.3.4 Časovna umestitev pojavljanja genotipov gena stamp po državah 
 
Tako kot za gen secY, smo tudi za gen stamp s pomočjo podatkov iz podatkovne baze 
NCBI poskušali določiti časovno skalo pojavljanja genotipov preko držav (Preglednica 9). 
Skala je močno pomanjkljiva, saj relativno veliko vnosov v bazi podatkov NCBI nima 
podanega časa vzorčenja vzorca, iz katerega so pridobili podano nukleotidno zaporedje.  
 
 
Preglednica 9: Časovni pregled pojavljanja genotipov gena stamp odkritih v Sloveniji in drugih državah. V 
oklepajih so navedene številka dostopnosti (GenBank ID) uporabljenih  vzorcev iz baze podatkov NCBI.  
Leto stamp-I stamp-II stamp-
III 
stamp-
IV 
stamp-V stamp-
VI 
stamp-
VII 
stamp-
VIII 
stamp-
IX 
1995 - - - - - - - - Nemčija 
(FN8132
56) 
2000 - - - Hrvaška 
(FN8132
66) 
- - - - - 
2003 Slovenija Slovenija  - - Slovenija  Slovenija  - - - 
2007 - Nemčija 
(FN8132
63) 
Slovenija  Slovenija  - - - Slovenija  - 
2010 - - - - - - Slovenija  - - 
2013 Avstrija 
(KJ46971
9) 
- - - - - - - Slovenija  
2015 - - - - - - - - Italija 
(MF9958
22) 
2016 - Italija 
(MG8746
68) 
- - - - - Italija 
(MG8746
66) 
- 
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5 RAZPRAVA 
 
5.1 DOLŽINA NUKLEOTIDNIH ZAPOREDIJ GENOV 
 
5.1.1 Gen secY 
 
Pomnožki reakcije nPCR za gen secY so bili za vse vzorce pričakovane velikosti; približno 
990 bp (Aryan in sod. 2014; Priloga B).  
 
Dolžina določenega nukleotidnega zaporedja, kateremu smo se želeli približati, je bila 720 
bp. To je bilo najkrajše zaporedje, ki so ga Aryan in sod. (2014) uporabili pri izdelavi 
filogenetskega drevesa secY. Naša določena nukleotidna zaporedja gena secY so dolga od 
694 bp do 815 bp. Za določitev genotipa in izdelavo drevesa smo jih poravnali v programu 
ContigExpress, pri čemer smo uporabili 694 bp nalegajočih se zaporedij. Daljša zaporedja 
bi lahko dobili s sekvenciranjem produktov PCR in ne nPCR, vendar bi za to lahko 
uporabili samo vzorce kjer je bil pražni cikel reakcije PCR v realnem času za prisotnost 
16SrXII relativno nizek. Daljša zaporedja bi lahko dobili tudi, če bi sekvencirali klonirane 
produkte nPCR. 
 
5.1.2 Gen stamp 
 
Pomnožki reakcije nPCR za gen stamp so bili dolgi približno 500 bp (Priloga C). Velikost 
uspešno določenega nukleotidnega zaporedja gena stamp, pa je bila od 466 bp do 487 bp. 
Aryan in sod. (2014) so pri izdelavi filogenetskega dreves za gen stamp, uporabili 
nukleotidna zaporedja dolga 480 bp, ki so produkt reakcije nPCR z začetnikoma stamp-F 
in stamp-R0. Naša nukleotidna zaporedja so v večini primerov krajša, saj smo za 
sekvenciranje uporabili produkt nPCR oligonukleotidnih začetnikov stamp-F1 in stamp-
R1, ki na genu stamp nalegata bližje drug drugemu kot stamp-F in stamp-R0.   
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5.2 VZORCI Z NEDOLOČENIM GENOTIPOM 
 
Šestim vzorcem nismo mogli določiti genotipa gena secY, 16 vzorcev pa ima nedoločen 
genotip gena stamp. Vzorce z nedoločenim genotipom delimo v dve skupini: na vzorce z 
nedoločenim genotipom, kjer ni bilo zaznati produkta nPCR in vzorce z nedoločenim 
genotipom, kjer je bilo nukleotidno zaporedje nedoločljivo (Preglednica 10). 
 
Preglednica 10: Prikaz razporeditve števila vzorcev genov secY in stamp z nedoločenim genotipom glede na 
pražno vrednost (vrednost Cq) reakcije PCR v realnem času za 16SrXII in glede na razlog za nedoločen 
genotip.Podrobni podatki so v prilogi A. 
Vrednost 
Cq 
Št. 
analiziranih 
vzorcev 
Št. neuspešno pomnoženih vzorcev v 
nPCR 
Št. vzorcev z nedoločljivim 
nukleotidnim zaporedjem 
Za gen secY Za gen stamp Za gen secY Za gen stamp 
< 29 48 0 0 3 9 
29-32 24 1 2 1 3 
>32 6 1 1 0 1 
n.p. 10 0 0 0 0 
n.p.-ni podatka, saj vzorci niso bili analizirana na prisotnost 16SrXII s PCR v realnem času, temveč z 
ugnezdenim PCR.  
 
5.2.1 Vzorci z nedoločenim genotipom, kjer nismo zaznali produkta nPCR 
 
V 2 % testiranj gena secY in 4 % testiranj gena stamp na agaroznem gelu nismo uspeli 
zaznati pomnožka nPCR. Razlogov za negativen rezultat je lahko več, najbolj prepričljiva 
razlaga pa je ta, da je bilo v vzorcih premalo molekul tarčne DNA, da bi jih lahko 
namnožili v zadostnem številu in zaznali na gelu. To hipotezo podpirajo rezultati PCR v 
realnem času istih vzorcev; vsi problematični vzorci so imeli pražni cikel nad 29,7 
(Preglednica 10, Priloga A). Pražni cikel nam poda število ciklov, ki so potrebni, da 
fluorescenčni signal preseže pražno vrednost. Pražna vrednost pa označuje, kdaj je 
fluorescenčni signal specifične reakcije možno ločiti od fluorescence ozadja. Z vsakim 
pomnoževalnim ciklom se število kopij DNA podvoji, zato fluorescenčni signal narašča. S 
tem znanjem lahko povežemo vrednost pražnega cikla z začetnim številom molekul DNA 
v vzorcu; višji kot je pražni cikel, manj molekul DNA imamo v vzorcu.  
 
Pri vzorcih D776/07 in D306/16 smo uspeli dobiti pomnožek gena secY, a ne gena stamp. 
To si lahko razložimo na več načinov. Obstaja možnost, da je DNA v 10x redčenem 
vzorcu razpadla v času, ki smo ga potrebovali od izvedbe PCR in nPCR gena secY do 
izvedbe enakih poskusov za gen stamp, čeprav smo redčine vzorcev hranili pri -20 °C. 
Morda je prišlo do kontaminacije vzorcev z nukleazami, ki so razgradile DNA. Možna 
razlaga je tudi v različni občutljivosti pomnoževanja tarčnega odseka ali številu kopij gena.  
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5.2.2 Vzorci z nedoločenim genotipom, kjer je bilo nukleotidno zaporedje nedoločljivo 
 
Nedoločljivih je bilo 4 % sekvenc gena secY in 15 % sekvenc gena stamp. V treh vzorcih 
sta bili nedoločljivi zaporedji tako gena secY kot gena stamp. Zaporedja so bila 
nedoločljiva zaradi enega nukleotida, nekaj nukleotidov ali pa so bili nedoločljivi celi 
odseki. Tako je bil v primeru gena stamp vzorca D369/10 nedoločljiv en sam nukleotid 
(označen s črko M na 372. mestu) (Slika 9), pri genu secY vzorca D249/15 trije, pri 
D278/15 štirje nukleotidi (Slika 8), pri genu secY vzorca D277/15 sedem nukleotidov, za 
gen stamp vzorca D245/15 pa so bili nedoločljivi celi odseki nukleotidnega zaporedja 
(Priloga D). Razlog za nejasen kromatogram je najverjetneje prisotnost večih sevov 'Ca. P. 
solani' v enem vzorcu, kar bi lahko preverili s kloniranjem in sekvenciranjem večjega 
števila klonov. 
 
Analizirani vzorci so predstavljali enega do petih trsov nabranih v istem vinogradu.Možna 
prisotost večih sevov fitoplazme 'Ca. P. solani' v istem vzorcu nakazuje, da je bilo v enem 
vinogradu prisotnih več sevov te fitoplazme, izključiti ne moremo niti možnosti, da je bilo 
več sevov celo v eni sami rastlini. Ta podatek ima zanimive implikacije za epidemiologijo 
navadne trsne rumenice na vinski trti, saj različni sevi lahko pomenijo različne prenašalce, 
to pa posledično lahko pomeni tudi drug rezervoar bolezni in spremenjen pristop k 
preprečevanju le-te. 
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Slika 8: Primerjava določenih genotipov gena secY z vzorci, ki imajo nedoločljivo nukleotidno zaporedje. 
Slika je bila pridobljena s programom CLC Sequence Viewer 8.0 (podjetje CLC Bio, QIAGEN). 
Analizirani vzorci so predstavljali enega do petih trsov nabranih v istem vinogradu.  
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Slika 9: Primerjava določenih genotipov gena stamp z vzorcem, ki ima nedoločljivo nukleotidno zaporedje. 
Slika je bila pridobljena s programom CLC Sequence Viewer 8.0 (podjetje CLC Bio, QIAGEN).  
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5.3 ANALIZA HAPLOTIPOV  
 
Skupno smo v vzorcih vinske trte odkrili 25 različnih haplotipov/kombinacij genotipov 
tuf/secY/stamp (Preglednica 10). Od tega je 16 haplotipov omejenih samo na vzorce iz 
Primorske, šest samo na vzorce iz Podravske (Štajerska) vinorodne dežele, tri haplotipe pa 
smo zabeležili v obeh vinorodnih deželah. Najpogostejši haplotip tuf-b2/secY-A/stamp-II, 
ki smo ga določili v 21 vzorcih, se pojavlja le na Štajerskem. Iz preglednice je razvidno 
manjše število haplotipov najdenih na Štajerskem, kar je posledica manjše raznolikosti 
genov secY in stamp na tem območju (Slika 3, 6). 
 
Preglednica 10: Haplotipi določeni v vzorcih vinske trte. 
tuf-secY-stamp število vzorcev iz Primorske število vzorcev iz Štajerske 
a-A-VI 3 0 
a-A-VIII 2 0 
a-A-ND 1 2 
a-B-I 5 10 
a-B-ND 0 1 
a-D-IV 4 0 
a-E-I 1 0 
a-ND-IV 1 0 
b1-A-II 0 6 
b1-A-VI 1 0 
b1-A-ND 1 0 
b1-B-I 1 0 
b1-B-ND 1 0 
b1-C-III 4 0 
b1-C-V 4 0 
b1-C-VII 2 0 
b1-C-ND 4 0 
b1-D-IV 2 0 
b1-E-III 2 0 
b1-E-VII 0 1 
b1-E-IX 1 0 
b1-ND-ND 3 1 
b2-A-II 0 21 
b2-A-ND 0 3 
b2-B-I 0 1 
ND- ni določeno 
 
S programom eBURST (2019) smo želeli prikazati izvorne haplotipe naših vzorcev. Na 
žalost se je izkazalo, da so tri spremenljivke (trije obravnavani geni) premalo, da bi 
program izrisal uporabno sorodstveno drevo. Zato smo se razlage povezav med geni lotili 
drugače.  
 
Primerjali smo genotipe secY in stamp in določili kateri genotip prvega gena se pojavlja ob 
genotipu drugega gena v naših vzorcih (Slika 10). Ugotovili smo, da je nakazana povezava 
med določenimi genotipi obeh genov pri 88 obravnavanih vzorcih okužene vinske trte. 
Tako lahko iz slike 10 razberemo, da v vzorcih z genotipom secY-D najdemo izključno 
genotip stamp-IV. Podobno pri vzorcih z genotipom secY-B, kjer poleg genotipa stamp-I 
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najdemo še dva vzorca z nedoločenim genotipom stamp. Slednja sta posledica neuspelih 
nPCR. Vidimo, da skupaj z genotipom secY-C v vzorcu lahko zasledimo tri genotipe gena 
stamp.  
 
 
Slika 10: Pregled pojavljanja genotipov gena secY in gena stamp v vzorcih vinske trte. ND pomeni nedoločen 
genotip. Ena črtica predstavlja en vzorec, prečrtana nula pomeni nič vzorcev. 
 
Najbolj zastopan haplotip je secY-A skupaj s stamp-II, a v povezavi z genotipom secY-A 
zasledimo tudi stamp-VI in stamp-VIII in sedem vzorcev z nedoločenim genotipom stamp. 
Tak je npr. je vzorec D369/10, ki ima v svojem nukleotidnem zaporedju eno samo 
nedoločljivo mesto. S slike 9 je razvidno, da sta na tem mestu citozin in adenin enako 
verjetna. Glede na poravnavo nukleotidnega zaporedja vzorca D369/10 sta v tem vzorcu 
zelo verjetno prisotna dva genotipa, stamp-VI in stamp-VIII. Stamp-VI in stamp-VIII se 
namreč razlikujeta le na enem mestu, kjer ima genotip stamp-VI citozin in genotip stamp-
VIII adenin. Oba genotipa, stamp-VI in stamp-VIII, najdemo samo pri vzorcih z 
genotipom secY-A, katerega ima tudi vzorec D369/10.  
 
Rezultati analize pojavljanja genotipov gena secY z genotipi stamp torej nakazujejo, da 
niso vsi haplotipi enako verjetni, kar podpira tudi literatura. Quaglino s sod. (2013) nakaže 
možno povezavo med specifičnimi genotipi genov secY in stamp. Ugotovili so namreč, da 
je z vzorci svetlečega škržatka (H. obsoletus) povezano vedno enako nukleotidno 
zaporedje gena secY. Študije nakazujejo tudi, da je sposobnost prenašanja fitoplazme 
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žuželke določena s specifično vezavo antigenskih proteinov na mikrofilamente citoskeleta 
žuželke (Suzuki in sod., 2006). K antigenskim membranskim proteinom spada tudi protein 
Stamp, ki se preko sekretorne poti sec vstavi v celično membrano. Del te sekretorne poti je 
tudi protein SecY (Kakizawa in sod. 2004).  
 
V literaturi imamo torej podano 1) povezavo specifičnega genotipa secY s svetlečim 
škržatkom (specifičnim gostiteljem), 2) povezavo specifičnega antigenskega 
membranskega proteina Stamp s specifičnim gostiteljem in 3) generalno povezavo med 
produkti genov secY in stamp. Za slednjo lahko nakažemo, da je prav tako specifična, saj 
brez okužbe svetlečega škržatka s pomočjo gostiteljsko specifičnega antigenskega 
membranskega proteina v njem ne bi mogli zaznati vedno enakega genotipa gena secY 'Ca. 
P. solani'. 
 
Vprašamo se lahko še po razlogih za specifično pojavljanje parov genotipov secY in stamp 
(Slika 10). Odgovor bi lahko iskali v njunih funkcijah. SecY je protein sekretornega 
sistema sec. Sekretorni sistem čez celično membrano spušča in vanjo vgrajuje antigenske 
membranske proteine, med katere spada produkt gena stamp. Razlike v aminokislinski 
sestavi produktov različnih genotipov secY in stamp, bi lahko vplivale na funkcijo nastalih 
proteinov do te mere, da bi vplivale na prenos proteina Stamp skozi celično membrano ali 
na njegovo vstavitev vanjo. To bi lahko pomenilo, da bi bili nekateri haplotipi secY in 
stamp ugodnejši za prenos fitoplazme. Po pregledu poravnave aminokislinskih zaporedij 
proteinov posameznih genotipov (Slika 11 in Slika 12) pa vidimo, da razlike v 
aminokislinskem zaporedju te hipoteze ne podpirajo. Genotipi proteina SecY se sicer med 
seboj razlikujejo v nekaj aminokislinah, a zaradi degeneriranosti genetskega koda manj, 
kot bi pričakovali glede na število posameznih polimorfizmov nukleotidov. Proteina SecY-
A in SecY-B na primer, sta si identična, a se v vzorcih pojavljata v povezavi s popolnoma 
različnimi različicami proteinov Stamp.  
 
Protein SecY ima sicer interakcijo s signalnim zaporedjem sekretornih proteinov in še 
dvema enotama sekretornega sistema sec: SecA in SecE. Morda bi rešitev lahko iskali v 
teh in interakcijah proteina Stamp.  
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Slika 11: Poravnava v aminokisline prevedenih nukleotidnih zaporedij genotipov gena secY. Slika je bila 
pridobljena s programom CLC Sequence Viewer 8.0 (podjetje CLC Bio, QIAGEN). 
 
 
 
Slika 12: Poravnava v aminokisline prevedenih nukleotidnih zaporedij genotipov gena stamp. Slika je bila 
pridobljena s programom CLC Sequence Viewer 8.0 (podjetje CLC Bio, QIAGEN). 
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Zanimala nas je tudi povezava genotipov secY z genotipi gena tuf (Vidmar, 2017). Genotip 
tuf-b2, ki je prisoten le na SV Slovenije (Priloga E), je v povezavi z genotipoma secY-A in 
secY-B (Slika 13), ki sta edina na tem območju, z izjemo enega vzorca z genotipom secY-
E (Preglednica 5). Slika 13 kaže, da se preostala genotipa tuf pojavljata z vsemi genotipi 
secY, z izjemo haplotipa tuf-a/secY-C, kar si lahko razlagamo z njuno geografsko 
razširjenostjo, pojavljata se namreč v Podravski (Štajerska) in Primorski vinorodni deželi 
in tako nista omejena na SV Slovenije, kjer je raznolikost gena secY manjša. 
 
 
Slika 13: Pregled pojavljanja genotipov tuf in gena secY v vzorcih vinske trte. ND označuje nedoločen 
genotip. Ena črtica predstavlja en vzorec, prečrtana nula pomeni nič vzorcev. 
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5.4 ANALIZA ČASOVNE IN GEOGRAFSKE RAZŠIRJENOSTI GENOTIPOV 
PREISKOVANIH GENOV  
 
5.4.1 Gen secY 
  
Genotip secY-A se pojavlja v treh sosednjih državah: Avstriji, Hrvaški in Italiji. 
Glede na dostopne podatke v bazi podatkov NCBI (Slika 4), smo ugotovili, da je prva 
objava secY-A iz Slovenije leta 2003. Leta 2007 so ga prvič našli v vzorch na Hrvaškem, 
leto kasneje v Italiji. V Avstriji ta genotip prvič zaznajo leta 2012. Štiri časovne točke 
različnih vzorcev vsekakor niso dovolj, da bi z gotovostjo določili izvor širjenja, lahko pa 
sklepamo, da je možen prost prehod žuželčjih prenašalcev med državami. Specifično med 
Avstrijo in Hrvaško preko slovenskega Podravja, kjer je tudi najvišja koncentracija 
vzorcev z genotipom secY-A (Slika 14), ni pa geografskih ovir; gre za relativno ravna 
področja (Slika 16). Do podobnega sklepa so prišli tudi Plavec in sodelavci (2015), ko so 
na severovzhodu Hrvaške odkrili zaporedje gena secY, ki je bilo identično tistemu, ki so ga 
Aryan in sodelavci odkrili v Avstriji leta 2014, mi pa smo to isto zaporedje poimenovali 
secY-A. Prost prehod prenašalca je mogoč tudi med Italijo in Slovenijo, kjer smo 
zabeležili kar nekaj vzorcev z genotipom secY-A, tik ob Italijanski meji, prvič leta 2003.  
 
Genotip secY-B se pojavlja v dveh sosednjih državah: Avstriji in Italiji. Tudi tu je 
možen prehod prenašalcev preko mej držav, saj je v Sloveniji genotip secY-B prisoten tako 
na Primorskem, blizu italijanske meje, kot na Štajerskem; blizu avstrijske meje. S 
podatkov na filogenetskem drevesu gena secY (Slika 4), lahko razberemo, da so genotip 
secY-B tako v Avstriji kot v Italiji določili v okuženem prenašalcu 'Ca. P. solani' 
svetlečem škržatku.  
 
Genotip secY-C se pojavlja v dveh sosednjih državah: Avstriji in Italiji. S preglednice 
5 razberemo, da je bil genotip secY-C prvič najden v vzorcih iz leta 1978 na papriki nekje 
na območju bivše Jugoslaviji in leta 1996 v svetlečem škržatku v Franciji. SecY-C je 
razširjen v devetih evropskih državah. Ker na Štajerskem nimamo vzorcev z genotipom 
secY-C, na zahodu pa je naša meja z Avstrijo gorovje, je tam prehod prenašalcev manj 
verjeten. Možno je torej, da se ta genotip secY v Avstrijo ni razširil iz smeri Slovenije. 
Nasprotno pa je prehajanje žuželčjih prenašalcev med Italijo in Slovenijo možno, kar 
morda nakazujejo vzorci vinske trte z genotipom secY-C iz okolice italijansko-slovenske 
meje. 
 
Genotip secY-D se pojavlja v treh sosednjih državah: Avstriji, Hrvaški in Italiji. 
Najstarejši vzorec s tem genotipom in označenim letom vzorčenja v bazi podatkov NCBI 
prihaja s Hrvaške, iz leta 2000. Ta genotip se pojavlja v vzorcih is Slovenije in Italije iz 
leta 2007. V Sloveniji genotip secY-D najdemo le na Primorskem, prehod prenašalcev pa 
je na tem območju možen tako preko meje s Hrvaško kot preko meje z Italijo. Imamo pa 
premalo podatkov, da bi določili preko katere države se je secY-D prvič razširil v 
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Slovenijo, možnih je več poti prehajanja prenašalcev. Imamo premalo podatkov, da bi 
lahko ugotavljali izvor in pot širjenja 'Ca. P. solani' z genotipom secY-D. 
 
Genotip secY-E se pojavlja v treh sosednjih državah: Avstriji, Hrvaški in Italiji. Prost 
prehod prenašalcev je možen preko mej z vsemi tremi državami, saj v Sloveniji najdemo 
genotip secY-E tako na Primorskem kot v Podravju. Tako si zopet lahko zamislimo prosto 
širjenje prenašalcev s tem genotipom med Avstrijo in Hrvaško preko slovenskega 
Podravja, kar podpira podatek, da so genotip secY-E določili na SV Hrvaške (Plavec in 
sod., 2015). 
 
 
Slika 14: Razporeditev genotipov gena secY po Sloveniji. Barva pike ponazarja genotip (podtip), njena 
intenziteta pa leto vzorčenja; starejši kot je vzorec, svetlejša je pika. Črna kara predstavlja lokacije vzorcev, 
kjer nukleotidno zaporedje ni bilo določljivo. 
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5.4.2 Gen stamp 
 
Gen stamp je veliko bolj raznolik kot gen secY, ki je hišni gen (ang. housekeeping gene), 
kar se odraža v devetih različnih genotipih gena stamp, določenih v okviru te naloge. 
Najpogostejši genotip je stamp-II, določen v 27 vzorcih, manj zastopane genotipe (stamp-
VII, stamp-VIII, stamp-IX) pa smo določili le v nekaj vzorcih, v primeru stamp-IX samo v 
enem. S tako majhnim številom razpoložljivih vzorcev je genotipom nemogoče relevantno 
določiti geografsko razširjenost skozi čas, zato te analize nismo izvedli. V katerih državah 
se ti genotipi pojavljajo, je razvidno iz preglednice 7. 
 
Genotip stamp-I se pojavlja v Avstriji. Prehod prenašalcev preko avstrijske meje s 
Slovenijo je prost v podravski regiji, kjer ni višjih gorovij. To je regija, kjer najdemo 
večino naših vzorcev z genotipom stamp-I (Slika 15). Predvidevamo, da tu pride do 
izmenjave prenašalcev in posledično genotipov med državama. 
 
Najbolj zastopan genotip stamp-II, se pojavlja še v dveh državah: Italiji in Nemčiji. S 
časovnice razberemo, da se stamp-II pojavi v slovenskih vzorcih leta 2003, v Nemčiji leta 
2007 in v Italiji leta 2016. Na Primorskem, blizu italijanske meje, smo našli tri vzorce z 
genotipom stamp-II. Vsi so imeli haplotip tuf-a/stamp-II, kar podpira predvidevanje, da 
prihaja do prehoda prenašalcev med državama. Nemčija nima meje s Slovenijo ali Italijo. 
Širjenje stamp-II v Nemčijo je tako predvidoma potekalo iz smeri, kjer prisotnost stamp-II 
(še) ni bila potrjena. Zato ne moremo zanesljivo določiti poti širjenja genotipa, kljub 
zbranim geografskim in časovnim podatkom. Lahko pa zanesljivo rečemo, da je Slovenija 
država v kateri najdemo genotipe stamp značilne za zahodne vinorodne države (Francija, 
Švica, Nemčija) in vzhodne države (Slovenija, Hrvaška), do sedaj je veljalo samo v Italiji 
(Johannesen in sod., 2012). 
 
Zanimivo je, da je stamp-II prevladujoči genotip stamp na Štajerskem, kjer ga vedno 
najdemo v haplotipih tuf-b1/stamp-II in tuf-b2/stamp-II. Genotipi tuf v teh dveh haplotipih 
ustrezajo tistim, ki so bili določeni v Avstriji. Ker je, glede na zbrane podatke, prehod 
prenašalcev s tem genotipom iz Slovenije v Avstrijo možen, bi v Avstriji lahko pričakovali 
prisotnost haplotipov tuf-b1/stamp-II in tuf-b2/stamp-II. V bazi podatkov NCBI pa za 
enkrat ni vnosa z vzorcem iz Avstrije, ki bi ustrezal nukleotidnemu zaporedju stamp-II. 
 
Genotip stamp-III se ne pojavlja v nobeni od sosednjih držav, je pa razširjen še v 
dveh državah Balkanskega polotoka: Srbiji in Bosni in Hercegovini. Podatki nam torej 
pokažejo luknjo v geografski pokritosti genotipa stamp-III, pri kateri Hrvaška razmejuje 
dve območji njegovega pojavljanja. Za tako stanje sta možni vsaj dve razlagi. Pojasnilo za 
navidezno luknjo v poti širjenja prenašalca med Slovenijo, Srbijo in Bosno in Hercegovino 
bi lahko razložila prisotnost stamp-III, ki pa ga v vzorcih s Hrvaške še niso določili. 
Možno pa je tudi, da se sev 'Ca. P. solani' s tem genotipom ni razširil s prenašalci, temveč 
na drug način, na primer s cepljenjem ali podtaknjenci (Bertaccini in sod., 2014). Genotip s 
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podobno geografsko razporeditvijo je stamp-V, ki ga prav tako še niso določili v kateri 
od Sloveniji sosednjih držav, so pa ga zabeležili v Srbiji in v Črni Gori. 
 
Genotip stamp-IV se pojavlja v dveh sosednjih državah: Hrvaški in Italiji. V Sloveniji 
najdemo genotip stamp-IV na JZ blizu meje z Italijo (Slika 15). Prenašalcem 'Ca. P. solani' 
je omogočen prehod med Italijo in Slovenijo preko Primorske, kjer ni nepremostljivih 
geografskih ovir. To lahko pojasni pojavnost genotipa v obeh državah. 
 
Slika 15: Razporeditev genotipov (genotipov) gena stamp po Sloveniji. Barva pike ponazarja genotip, njena 
intenziteta pa leto vzorčenja; starejši kot je vzorec, svetlejša je pika. Črna kara predstavlja lokacije vzorcev, 
kjer nukleotidno zaporedje ni bilo določljivo. 
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5.4.3 Trend širjenja fitoplazme 'Ca. P. solani' v Sloveniji ter med Slovenijo in njenimi 
sosednjimi državami 
 
Naši rezultati so pokazali jasne razlike v razporejenosti genotipov secY in stamp med 
Primorsko in Podravsko vinorodno deželo. Možno ohranjanje raznolikosti genotipov med 
tema območjema (Slika 3, 6) lahko pojasnimo z oteženim prehajanjem prenašalcev preko 
reliefne razmejitve povzročene z alpskim gorovjem in slovenskim krasom ter posledično 
oteženo izmenjavo različnih sevov fitoplazme 'Ca. P. solani' med regijama. 
 
Pri obravnavi posameznih genotipov smo večkrat ugotovili enake možne poti prehajanja 
fitoplazm s temi genotipi v in iz Slovenije. Regije, kjer glede na naše rezultate 
najverjetneje prihaja do prehoda sevov fitoplazm z genotipi, določenimi v tej nalogi, smo 
označili s puščicami na sliki 16. Pri določanju teh območij smo si pomagali s podatki o 
razširjenosti genotipov secY in stamp v drugih študijah, pridobljenih s pomočjo spletne 
baze podatkov NCBI.  
 
Bolj pravilno sliko trenda premikov 'Ca. P. solani' v Sloveniji ter med Slovenijo in njenimi 
sosednjimi državami bi dobili z analizo haplotipov tuf/secY/stamp. Žal tega ni možno 
rekonstruirati za ostale države, saj so v drugih analizah redko uporabili kombinacijo teh 
treh genov. 
 
 
Slika 16: Območja, kjer najverjetneje prihaja do prehoda različnih sevov fitoplazm med Slovenijo in 
okoliškimi državami. Prehodi so nakazani s puščicami, naši vzorci so zastopani s temno zelenimi pikami. 
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Ker je prenos fitoplazem odvisen od mobilnosti žuželčjega prenašalca, smo pri risanju 
možnih poti prehoda upoštevali relief terena. Izogibali smo se risanju poti preko hribovitih 
pokrajin in alp in se držali ravninskih delov, kjer je prehod žuželk bolj verjeten. 
 
Poudariti moramo, da je rezultat tovrstne analize geografske in časovne razporejenosti 
genotipov odvisen od števila analiziranih vzorcev, točnosti in števila podatkov, navedenih 
v spletni podatkovni bazi NCBI. Poleg tega možnost širjenja fitoplazem brez žuželčjih 
prenašalcev (s cepiči, mikropropagacijo ali okuženim orodjem) omejuje pravilnost naših 
zaključkov. 
 
5.4.4 Gostitelji 
 
Primerjava nukleotidnih zaporedij genotipov odkritih v tej nalogi z nukleotidnimi zaporedji 
v bazi NCBI nam je podala širši vpogled v raznolikost gostiteljev fitoplazme 'Ca. P. 
solani'. Poznavanje raznovrstnosti gostiteljev je ključno za oris novih epidemioloških 
krogov in boljše preprečevanje širitve bolezni navadne trsne rumenice. Predlagamo, da se 
za namen boljšega poznavanja epidemiologije 'Ca. P. solani' v nadaljnjih študijah preveri 
gostitelje s pridobljenega seznama s poudarkom na tistih iz Sloveniji sosednjih držav, ki so 
v bližini okuženih vinogradov.  
 
5.5 ANALIZA REZULTATOV VZORCEV KORENJA IN KOPRIVE  
 
5.5.1 Vzorci koprive 
 
Ob analizi rezultatov smo ugotovili, da imamo v obeh vzorcih kopriv prisoten enak 
haplotip 'Ca. P. solani': tuf-b2/secY-A/stamp-II. Enak genotip je prisoten tudi v vseh (razen 
enega) vzorcih vinske trte (z določenimi genotipi vseh treh preiskovanih genov) s 
genotipom tuf-b2 s Štajerske in enem vzorcu vinske trte s Primorske, kar se sklada z 
lokacijama vzorcev koprive – na Primorskem in na Štajerskem.  
 
5.5.2 Vzorci korenja 
 
Ugotovili smo, da ima vsak od treh vzorci korenja, okuženega s 'Ca. P. solani' poseben 
haplotip tuf/secY/stamp (Preglednica 6). Medtem ko je v vseh haplotipih vedno prisoten 
genotip secY-C, se genotipa tuf in stamp razlikujeta. V vzorcih korenja smo zaznali vse tri 
genotipe gena tuf, ki so prisotni v Sloveniji ter genotipe stamp-III, stamp-V ter stamp-VII. 
Medtem ko dveh od treh haplotipov tuf/secY/stamp v korenju (tuf-b2/secY-C/stamp-VII in 
tuf-a/secY-C/stamp-III), nismo našli v vzorcih vinske trte, so bile vse tri kombinacije 
genotipov secY in stamp tudi v vzorcih vinske trte, kar dodatno nakazuje nenaključnost 
parov genotipov v naših vzorcih (Slika 10). 
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Prisotnost haplotipov, ki jih nismo odkrili v vzorcih okužene vinske trte, najverjetneje 
pomeni epidemiološki cikel (torej prenašalce in rezervoar fitoplazme), ki je pri korenju 
drugačen od tistih pri vinski trti. 
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6 SKLEPI 
 
V tej magistrski nalogi smo prišli do naslednjih zaključkov: 
 
 Gen stamp je bolj raznolik od gena secY. 
 
 Štajerska ima v primerjavi s Primorsko manjšo raznolikost genotipov stamp in 
secY. 
 
 V enem vinogradu je lahko prisotnih več različnih sevov fitoplazme 'Candidatus 
Phytoplasma solani'. 
 
 Opaženi haplotipi secY in stamp niso naključni. 
 
 V Sloveniji so prisotni genotipi stamp, ki so bili določeni tudi v Franciji, Švici, 
Nemčiji in na Hrvaškem.  
 
 V Sloveniji so prisotni genotipi secY, ki so bili določeni tudi v Franciji, Nemčiji in 
na Hrvaškem. 
 
 S poznavanjem geografske razširjenosti fitoplazem z določenimi genotipi secY in 
stamp v vzorcih vinskih trt slovenskih vinogradov in podatkov o razširjenosti 
enakih genotipov obeh genov drugod, lahko določimo najverjetnejše poti izmenjave 
fitoplazme 'Ca. P. solani' med Slovenijo in njenimi sosednjimi državami. 
 
 Dva analizirana vzorca korenja sta bila okužena s 'Ca. P. solani', katerih haplotip se 
razlikuje od haplotipov odkritih v vzorcih vinske trte. 
 
 Oba vzorca koprive, vzorčena na Štajerskem in na Primorskem, imata enak 
haplotip, ki je bil odkrit tudi v vzorcih vinske trte. 
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7 POVZETEK 
 
Fitoplazme so bakterije brez celične stene in obligatni paraziti rastlin in žuželk. Povzročajo 
bolezni na številnih rastlinah, tudi na gospodarsko pomembnih gojenih rastlinskih vrstah, 
kot je vinska trta (Vitis vinifera), zato so lahko odgovorne za nastanek velike gospodarske 
škode. ‘Candidatus Phytoplasma solani’ na vinski trti povzroča navadno trsno rumenico ali 
počrnelost lesa, ki je ime dobila po barvi lesa okuženih rastlin ob nizkih temperaturah. V 
Sloveniji smo jo prvič zaznali leta 1983, danes jo najdemo v vseh slovenskih vinorodnih 
deželah, razširjena pa je tudi po dobršnem delu vinorodnih območij Evrope. 
 
V nalogi smo z analizo produktov ugnezdene verižne reakcije s polimerazo pridobili 
sekvence genov secY in stamp vzorcev DNA vinske trte okužene s 'Ca. P. solani'. Namen 
multilokusne sekvenčne tipizacije je bil določiti molekulsko raznolikost sevov v Sloveniji 
in določene genotipe umestiti v evropski prostor. Pri tem smo si pomagali z bazo podatkov 
NCBI in tej tematiki sorodnimi članki. S tem smo želeli ugotoviti možen izvor in širjenje 
bolezni med Slovenijo in okoliškimi državami. 
 
Uspelo nam je določiti in narediti primerjavo genotipov secY in stamp v dveh slovenskih 
vinorodnih deželah, Primorski in Podravski (Štajerska). Zaznali smo razlike v raznolikosti 
genotipov med območjema. Izkazalo se je raznolikost genotipov proučevanih genov 
manjša na Štajerskem kot na Primorskem. Ta razlika se v letih od 2003 do 2016, ko so bili 
odvzeti vzorci, vključeni v raziskavo, ni spreminjala, kar nakazuje, da se sevi fitoplazm 
med Primorsko in Štajersko ne izmenjujejo. To domnevanje podpira relief Slovenije, ki 
med pokrajinama tvori hribovito in kraško prepreko, kar otežuje prehod prenašalcev. 
 
Na širšem geografskem območju Slovenije in njenih sosednjih držav smo na podlagi naših 
in literaturnih podatkov uspeli določiti poti po katerih bi se lahko izmenjevali sevi 
fitoplazme 'Ca. P. solani'. Gre za poti, z relativno ravnim reliefom, kjer bi bile migracije 
prenašalcev najverjetnejše. Na žalost nam ni uspelo določiti točnega izvora širjenja 
bolezni, smo pa s podrobno analizo genotipov dokazali, da so v Sloveniji prisotni genotipi 
stamp iz Francije, Švice, Nemčije in Hrvaške. Podobno velja za gen secY, saj se v Sloveniji 
pojavljajo njegovi genotipi, ki so prisotni tako v državah severozahodno in jugovzhodno 
od nje. 
 
V okviru naloge smo analizirali tudi dva vzorca koprive in tri vzorce korenja. Ugotovili 
smo, da sta bila dva od treh vzorcev korenja okužena s fitoplazmo s haplotipom, ki ga 
nismo določili na vinski trti. To najverjetneje pomeni, da je v okužba korenja povezana z 
drugačnim epidemiološkim ciklom – torej prenašalci in rezervoarjem fitoplazem, ki se 
razlikujejo od tistih pri vinski trti. 
Mermal S. Multilokusna sekvenčna tipizacija fitoplazme 'Ca. P. solani' v slovenskih vinorodnih deželah.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
47 
 
8 VIRI 
 
Aryan A., Brader G., Mörtel J., Pastar M., Riedle-Bauer M. 2014. An abundant 
‘Candidatus Phytoplasma solani’ tuf b strain is associated with grapevine, stinging 
nettle and Hyalesthes obsoletus. European Journal of Plant Pathology, 140, 2: 213–
227 
Balasubramanian S., Kannan T. R., Joel B. 2008. The surface-exposed carboxyl region of 
mycoplasma pneumoniae elongation factor Tu interacts with fibronectin. Infection 
and Immunity, 76, 7: 3116-3123 
Bai X., Zhang J., Ewing A., Miller S. A., Jancso Radek A., Shechenko D. V., Tsukerman 
K., Waunas T., Lapidus A., Campbell J., W., Hogenhout S. A. 2006. Living with 
genome instability: the adaptation of phytoplasmas to diverse environments of their 
insect and plant hosts. Journal of Bacteriology, 188, 10: 3682–3696 
Belli G., Bianco P. A., Conti M. 2010. Grapevine yellows in Italy: past, present and future. 
Plant Pathology, 92, 2: 303–326 
Bertaccini A., Contaldo N., Calari A., Paltrinieri S., Windsor H.M., Windsor D. 2010. 
Preliminary Results of Axenic Growth of Phytoplasmas from Micropropagated 
Infected Periwinkle Shoots. V: 18th Congress of the International Organization for 
Mycoplasmology (IOM), Chianciano Terme, 11.-16. julij 2010: 147-153 
Bertaccini A., Duduk B., Paltrinieri S., Contaldo N. 2014. Phytoplasmas and phytoplasma 
diseases: a severe threat to agriculture. American Journal of Plant Sciences, 5: 1763–
1788  
BLAST. 2019. Bethesda, NCBI-National Center for Biotechnology Information. 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (30. maj 2019) 
Brown D.R. 2010. Phylum XVI. Tenericutes. Bergey’s Manual of Systematic 
Bacteriology. The Bacteroidetes, Spirochaetes, Tenericutes (Mollicutes), 
Acidobacteria, Fibrobacteres, Fusobacteria, Dictyoglomi, Gemmatimonadetes, 
Lentisphaerae, Verru- comicrobia, Chlamydiae, and Planctomycetes, 4: 567–568 
Brown D.R., MayM., Bradbury J.M., JohanssonK.-E. 2010 Class I. Mollicutes. Bergey’s 
Manual of Systematic Bacteriology. The Bacteroidetes, Spirochaetes, Tenericutes 
(Mollicutes), Acidobacteria, Fibrobacteres, Fusobacteria, Dictyoglomi, Gemma- 
timonadetes, Lentisphaerae, Verrucomicrobia, Chlamydiae, and Planctomycetes, 4: 
568–573 
Contaldo N., Bertaccini A., Paltrinieri S., Windsor H.M., Windsor D. 2012. Axenic 
Culture of Plant Pathogenic Phytoplasmas. Phytopathologia Mediterranea, 51: 607-
617 
Mermal S. Multilokusna sekvenčna tipizacija fitoplazme 'Ca. P. solani' v slovenskih vinorodnih deželah.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
48 
 
Contaldo N., Bertaccini A., Paltrinieri S., Windsor D.,  Windsor, H. 2013. Cultivation of 
Several Phytoplasmas from a Micropropagated Plant Collection. Petria, 23: 13-18 
Covington Dunn E., Roitsch T., Dermastia M. 2016. Determination of the activity 
signature of key carbohydrate metabolism enzymes in phenolic-rich grapevine 
tissues. Acta Chimica Slovenica, 63: 757–762 
Cvrković T., Jović J., Mitrović M., Krstić O. Toševski I. 2014. Experimental and 
molecular evidence of Reptalus panzeri as a natural vector of bois noir. Plant 
Pathology, 63: 42–53 
Duduk B., Botti S., Krstić B., Dukić N. Bertaccini A. 2004. Identification of phytoplasmas 
associated with grapevine yellows in Serbia. Journal of Phytopathology, 152: 575–
579 
eBURST, 2019. The Department of Infectious Disease Epidemiology Imperial College 
London. http://eburst.mlst.net (30. maj 2019) 
Fabre A., Danet J-L., Foissac X. 2010. The stolbur phytoplasma antigenic membrane 
protein gene stamp is submitted to diversifying positive selection. Gene, 472: 37–41 
Fialova R., Balakishiyeva G., Danet L-J., Šafarova D., Foissac X., Navratil M. 2009. 
Genetic variability of stolbur phytoplasma In annual crop and wild plant species in 
south Moravia. Journal of Plant Pathology, 91, 2: 411–416 
Hiruki C. 1999. Paulownia witches’ broom disease important in East Asia. Acta 
Horticulturae, 496: 63–68 
Hogenhout A. S., Oshima K., Ammar E.-D., Kakizawa S., Kingdom N. H., Namba S. 
2008. Phytoplasmas: bacteria that manipulate plants and insects. Molecular Plant 
Pathology, 9, 4: 403–423 
Hren M., Boben J., Rotter A., Kralj P., Gruden K., Ravnikar M. 2007. Real-time PCR 
detection systems for Flavescence Dorée and Bois Noir phytoplasmas in grapevine : 
comparison with conventional PCR detection and application in diagnostics. Plant 
Pathology, 56: 785–796 
Imo M., Maixner M., Johannesen J. 2013. Sympatric diversification vs. immigration: 
deciphering host-plant specialization in a polyphagous insect, the stolbur 
phytoplasma vector Hyalesthes obsoletus (Cixiidae). Molecular Ecology, 22: 2188–
2203 
IRPCM. 2004. ‘Candidatus Phytoplasma’, a taxon for the wall-less, non-helical 
prokaryotes that colonize plant phloem and insects. International Journal of 
Systematic and Evolutionary Microbiology, 54: 1243–1255 
 
Mermal S. Multilokusna sekvenčna tipizacija fitoplazme 'Ca. P. solani' v slovenskih vinorodnih deželah.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
49 
 
Johannesen J., Lux B., Michel K., Seitz A., Maixner M. 2008. Invasion biology and host 
specificity of the grapevine yellows disease vector Hyalesthes obsoletus in Europe. 
Entomologia Experimentalis et Applicata, 126: 217–227 
Johannesen J., Foissac X., Kehrli P., Maixner M. 2012. Impact of vector dispersal and 
host-plant fidelity on the dissemination of an emerging plant pathogen. Plos One, 7, 
12,  : 12 str. 
Kakizawa S., Oshima K., Nishigawa H., Jung H.-Y., Wei W., Suzuki S., Tanaka M., 
Miyata S., Ugaki M., Namba S. 2004. Secretion of immunodominant membrane 
protein from onion yellows phytoplasma through the sec protein-translocation system 
in Escherichia coli. Microbiology, 150: 135–142 
Kavčič S. 2015. Molekulska raznolikost izolatov fitoplazme, povzročiteljice počrnelosti 
lesa. Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta: 57 str. 
Kawashima T., Berthet-Colominas C., Wulff M., Cusack S., Leberman R. 1996. The 
structure of the Escherichia coli EF-Tu, EF-Ts complex at 2,5Å resolution. Nature, 
379: 511-518 
Ito K. 1992. SecY and integral membrane components of the Escherichia coli protein 
translocation system. Molecular Microbiology, 6, 17: 2423–2428 
Krab I., Parmeggiani A. 1998. EF-Tu , a GTPase Odyssey. Biochimica et Biophysica, 
1443: 1–22 
Langer M., Maixner M. 2004. Molecular characterisation of grapevine yellows associated 
phytoplasmas of the stolbur-group based on RFLP-analysis of non-ribosomal DNA. 
Vitis, 43, 4: 191–199 
Lee I. M., Bottner-Parker K. D., Zhao Y., Harrison N. A. 2010. Phylogenetic analysis and 
delineation of phytoplasmas based on secY gene sequences. International Journal of 
Systematic and Evolutionary Microbiology, 60: 2887–2897 
Lešnik M., Brzin J., Mehle N., Ravnikar M. 2008. Transmission of 'Candidatus 
Phytoplasma mali' by natural formation of root bridges in M9 apple rootstock. 
Agricultura (Slovenia), 5, 2: 43-46 
Maixner M., Albert A., Johannesen J. 2014. Survival relative to new and ancestral host 
plants, phytoplasma infection, and genetic constitution in host races of a polyphagous 
insect disease vector. Ecology and Evolution, 4, 15: 3082–3092 
Malembic-Maher S., Salar P., Filippin L., Carle P., Angelini E., Foissac X. 2011. Genetic 
diversity of european phytoplasmas of the 16SrV taxonomic group and proposal of “ 
Candidatus Phytoplasma rubi ”. International Journal of Systematic and 
Evolutionary Microbiology, 61: 2129–2134 
Mermal S. Multilokusna sekvenčna tipizacija fitoplazme 'Ca. P. solani' v slovenskih vinorodnih deželah.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
50 
 
Marcone C., Neimark H., Ragozzino A., Lauer U., Seemüller, E. 1999. Chromosome sizes 
of phytoplasmas composing major phylogenetic groups and subgroups. 
Phytopathology, 89: 805–810 
Mehle N., Nikolić P., Rupar M., Boben J., Ravnikar M., Dermastia M. 2013a. Automated 
DNA extraction for large numbers of plant samples. V: Dickinson M., Hodgetts J. 
Phytoplasma: methods and protocols. Methods in Molecular Biology, 938: 139–145 
Mehle N., Prezelj N., Hren M., Boben J., Gruden K., Ravnikar M., Dermastia M. 2013b. A 
real-time PCR detection system for the bois noir and flavescence dorée phytoplasmas 
and quantification of the target DNA. V: Dickinson M., Hodgetts J. (ur.). 
Phytoplasma: methods and protocols. Methods in Molecular Biology, 938: 253–268 
Mehle N., Mermal S., Vidmar S., Viršček Marn M., Dreo T., Dermastia M. 2018. First 
Report of Carrot Infection with Phytoplasmas in Slovenia. V: Bois Noir 5th 
workshop. City Hotel, Ljubljana, Slovenia, 18. in 19. september 2018: P 3-2  
Milkus B., Clair D., Idir S., Habili N., Boudon-Padieu E. 2005. First detection of stolbur 
phytoplasma in grapevines (Vitis vinifera cv. Chardonnay) affected with grapevine 
yellows in the Ukraine. Plant Pathology, 54, 2: 236 
Pacifico D., Alma A., Bagnoli B., Foissac X., Pasquini G., Tessitori M., Marzachì C. 2009. 
Characterization of bois noir isolates by restriction fragment length polymorphism of 
a stolbur-specific putative membrane protein gene. Bacteriology, 99, 6: 711–715 
Plavec J., Križanac I., Budinšćak Ž., Škorić D., Šeruga Musić. M. 2015. A case study of 
FD and BN phytoplasma variability in Croatia: multigene sequence analysis 
approach. European Journal of Plant Pathology, 142: 591–601 
Prezelj N., Fragener L., Weckwerth W., Dermastia M. 2016. Metabolome of grapevine leaf 
vein-enriched tissue infected with ‘Candidatus Phytoplasma solaniʼ. Mitteilungen 
Klosterneubg. Rebe und Wein, Obs. und Früchteverwertung, 66: 74–78 
Quaglino F., Zhao Y.. Casati P., Bulgari D., Attilio B. P.,Wei W., Davis R. E. 2013. 
‘Candidatus Phytoplasma solani’, a novel taxon associated with stolbur- and bois 
noir-related diseases of plants. International Journal of Systematic and Evolutionary 
Microbiology, 63: 2879–2894 
Razin S., Yogev D., Naot Y. 1998. Molecular biology and pathology of mycoplasmas. 
Microbiology and Molecular Biology Reviews, 62: 1094-1156 
Rodnina M., Wintermeyer W. 2001. Fidelity of aminoacyl tRNA selection on the 
ribosome: kinetic and structural. Annual Review of Biochemistry, 70: 415-435 
Mermal S. Multilokusna sekvenčna tipizacija fitoplazme 'Ca. P. solani' v slovenskih vinorodnih deželah.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
51 
 
Sabate J., Laviña A., Batlle A. 2014. Incidence of Bois Noir phytoplasma in different 
viticulture regions of Spain and Stolbur isolates distribution in plants and vectors. 
European Journal of Plant Pathology, 139: 185–193 
Schneider B., Gibb K., Seemüller E. 1997. Sequence and RFLP analysis of the elongation 
factor Tu gene used in differentiation and classification of phytoplasmas. 
Microbiology, 143: 3381-3389 
Seemüller E., Garnier M., Schneider B. 2002. V: Molecular Biology and Pathogenicity of 
Mycoplasmas. Mycoplasmas of plants and insects. Springer:, 91-115 
Seljak G., Osler R. 1997. Potrditev trsne rumenice vrste ´črni les´ (grapevine Bois noir 
phytoplasma) na Primorskem. V: Zbornik predavanj in referatov s 3. slovenskega 
posvetovanja o varstvu rastlin, Portorož, 4.-5. marec 1997. Društvo za varstvo rastlin 
Slovenije: 63-69 
 
Sharma J., Bibhuti B. M., Li Q., Teale J. 2011. TLR4-dependent activation of 
inflammatory cytokine response in macrophages by Francisella elongation factor Tu. 
Cellular Immunology, 269: 69–73 
 
Suzuki S., Oshima K., Kakizawa S., Arashida R., Jung H.-Y.,Yamaji Y., Nishigawa H., 
Ugaki M., Namba S. 2006. interaction between the membrane protein of a pathogen 
and insect microfilament complex determines insect-vector specificity. PNAS, 103: 
4252-4257 
 
Vidmar S. 2017. Molekulska raznolikost populacij fitoplazme „Candidatus Phytoplasma 
solani“ v slovenskih vinorodnih deželah. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, 
Biotehniška fakulteta: 36 str. 
 
Weintraub P. G., Beanland L. 2006. Insect vectors of phytoplasmas. Annual Review of 
Entomology, 51: 91–111 
Mermal S. Multilokusna sekvenčna tipizacija fitoplazme 'Ca. P. solani' v slovenskih vinorodnih deželah.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
 
 
ZAHVALA 
 
Rada bi se zahvalila Marini Dermastia in Nataši Mehle za redne sestanke, zanesljivost, 
spodbudo in neverjetno mero potrpežljivosti Bili sta nepogrešljiv kompas tej kapitanki. 
 
Zahvala gre tudi Maji Ravnikar za omogočene prve samostojne izkušnje v laboratoriju leto 
pred začetkom izvedbe magistrske naloge ter Nataši Mehle in Sari Vidmar za uvajanje. 
 
Najlepša hvala Nacionalnemu inštitutu za biologijo, kjer so mi omogočili opravljanje 
magistrskega dela, s pomočjo financiranja preko projekta ARRS Ingrapa in strokovne 
naloge za vzorce korenja. 
 
Hvala Lari za kolektivno mučeništvo na Golišču, Juretu za pomoč pri programu Photoshop 
in Fredriku za reševanje izgubljene kopije naloge. 
 
Renata, Sine in Nana, hvala za vse objeme. 
 
And ofcourse THANK FUCK this is over.  
Mermal S. Multilokusna sekvenčna tipizacija fitoplazme 'Ca. P. solani' v slovenskih vinorodnih deželah.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
 
 
PRILOGA A 
 
Vzorci vinske trte analizirani v tej nalogi. Z rumeno barvo so označeni vzorci nabrani na 
Primorskem (JZ Slovenije), z modro pa so označeni vzorci vzorčeni na Štajerskem (SV 
Slovenije). 
 
 ime vzorca/leto 
vzorčenja 
kraj vzorčenja sorta Cqa 
genotip 
tuf
b
 
genotip 
secY 
genotip 
stamp 
D606/03 Prvačina n.p. n.p. b1 C V 
D607/03 Vogrsko n.p. n.p. a A VI 
D715/03 Duplje n.p. n.p. a B I 
D730/03 Podsabotin n.p. n.p. a B I 
D682/03 Placar n.p. n.p. a B I 
D687/03 Svetinje n.p. n.p. a B I 
D688/03 Svetinje n.p. n.p. a B I 
D694/03 Jeruzalem n.p. n.p. b2 A II 
D683/03 Placar n.p. n.p. b2 A II 
D791/03 Piramida n.p. n.p. b2 A II 
D570/07 Medana Chardonnay 28,6 b1 ND
d 
ND
d
 
D758/07 Sečovlje Chardonnay 28,4 b1 C III 
D501/07 Vogrsko Chardonnay 30,4 b1 B I 
D537/07 Vipava Pinela 31,4 a D IV 
D580/07 Vrtovče Chardonnay 30,2 b1 D IV 
D819/07 Dragonja Malvazija 29,4 a A VIII 
D820/07 Dragonja Malvazija 28,5 a A VIII 
D572/07 Grotišče Chardonnay 30,1 b1 A NDe 
D723/07 Brič Chardonnay 29,4 b1 B NDe 
D710/07 Juršinci Chardonnay 30,8 b1 A II 
D684/07 Zg. Gabernik Chardonnay 28 b1 A II 
D683/07 Tolsti vrh Chardonnay 29,2 b2 B I 
D680/07 Klokočovnik Modra Frankinja 29 b1 A II 
D608/07 G. Radgona Chardonnay 28,7 b1 A II 
D736/07 Juršinci Chardonnay 28,1 a B I 
D776/07 Veliki brebrovnik Renski Rizling 31,8 a B ND
c
 
Tabela se nadaljuje ... 
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... nadaljevanje Priloge A. 
 ime vzorca/leto 
vzorčenja 
kraj vzorčenja Sorta Cqa 
genotip 
tuf
b
 
genotip 
secY 
genotip 
stamp 
D596/07 Litmerk Šipon 30 a B I 
D597/07 Litmerk Sivi Pinot 32,3 b2 A ND
d
 
D712/07 Juršinci Modri Pinot 33,9 b2 A II 
D278/10 Neblo Chardonnay 29,9 b1 A VI 
D414/10 Oševljek Chardonnay 29,2 b1 C NDd 
D416/10 Duplje 
Chardonnay, beli 
pinot 
28,6 a D IV 
D369/10 Kune Chardonnay 29,3 a A ND
d
 
D413/10 Dornberk sivi pinot 30,2 a B I 
D417/10 Slap Chardonnay, rebula 28,5 a D IV 
D780/10 Izola rumeni muškat 26,5 b1 C V 
D781/10 Izola Rumeni muškat 32,3 b1 C III 
D803/10 Izola Refošk 33,8 b1 NDc NDc 
D274/10 Ankaran Chardonnay 30,8 b1 C VII 
D448/10 Maribor Renski rizling 29,9 b2 A II 
D459/10 Gornja Radgona Rizvanec 28,6 b2 A ND
d
 
D449/10 Maribor Chardonnay 29,5 b2 A II 
D445/10 Dragučova Renski rizling 29,2 b2 A II 
D446/10 Trčova Chardonnay 28,8 a B I 
D322/10 Ptujska cesta Chardonnay 31,4 b1 A II 
D323/10 Ptujska cesta Renski rizling 32,5 a B I 
D325/10 Ptujska cesta neznana 29,9 b2 A II 
D406/10 Polički vrh Renski rizling 29,7 b1 NDc NDc 
D562/13 Nova Gorica 
Chardonnay, 
malvazija 
27,2 b1 C ND
d
 
D751/13 Ceglo Chardonnay 28,5 b1 E III 
D768/13 Tomaj Refošk 27,9 a E I 
D776/13 Labor Chardonnay 29,4 a B I 
D860/13 Lokvica Chardonnay 26,5 b1 C ND
d
 
D705/13 Koštabona Malvazija 26,4 b1 C III 
D471/13 Nova Gorica Beli pinot 26,5 a A VI 
D559/13 Nova Gorica Malvazija 29,5 b1 E III 
D626/13 Barban neznana 26,8 b1 E IX 
Tabela se nadaljuje ... 
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... nadaljevanje Priloge A. 
 ime vzorca/leto 
vzorčenja 
kraj vzorčenja sorta Cqa 
genotip 
tuf
b
 
genotip 
secY 
genotip 
stamp 
D307/13 Kalvarija Chardonnay 27,9 b2 A II 
D657/13 Stanetinci Renski rizling 26,5 a B I 
D665/13 Krčevina pri Vurbergu Chardonnay 25 b2 A II 
D720/13 
Slovenska Bistrica, Vrhole pri 
laporju 
Modra frankinja 26,1 a B I 
D252/13 Celestrina Renski rizling 27,2 a A ND
d
 
D354/13 G. Radgona Chardonnay 28,3 b1 E VII 
D355/13 Maribor Renski rizling 25,7 b2 A II 
D305/13 Kalvarija Renski rizling 28,1 b2 A II 
D314/13 Maribor Savignon 25,9 b2 A II 
D201/15 Dragonja Chardonnay 26,8 a B I 
D243/15 Nova Gorica Chardonnay 28,4 a D IV 
D244/15 Nova Gorica Chardonnay 28,8 b1 C V 
D245/15 Nova Gorica Chardonnay 26,6 b1 C ND
d
 
D247/15 Nova Gorica 
Chardonnay, 
merlot 
29,2 a A VI 
D249/15 Nova Gorica Chardonnay 29,4 a ND
d
 IV 
D277/15 Nova Gorica Chardonnay 27,4 b1 ND
d
 ND
d
 
D278/15 Nova Gorica Chardonnay 26,8 b1 ND
d
 ND
d
 
D391/15 Nova Gorica Sivi pinot 29,8 b1 C V 
D457/15 Škocjan Chardonnay 28,9 b1 C VII 
D374/15 Nova Gorica Refošk 28,8 b1 C III 
D401/15 Nova Gorica Chardonnay 28,6 b1 D IV 
D290/15 Cvetkovci Renski rizling 25,3 b2 A II 
D325/15 Počehova kemer 26,5 a B I 
D327/15 Gornja Radgona Renski rizling 26,2 b1 A II 
D328/15 Gornja Radgona Chardonnay 27,1 b2 A ND
d
 
D342/15 Miklavž pri Ormožu neznana 26,8 b2 A II 
D334/15 Kog Renski rizling 26,9 b2 A II 
D340/15 Vinski vrh Chardonnay 26,5 b2 A II 
D605/15 Zg. Gabernik Beli pinot 27,2 b2 A II 
D604/15 Zg. Gabernik Beli pinot 29 a A ND
d
 
D603/15 Zg. Gabernik Beli pinot 26,7 b2 A II 
Tabela se nadaljuje ... 
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... nadaljevanje Priloge A. 
 ime vzorca/leto 
vzorčenja 
kraj vzorčenja sorta Cqa 
genotip 
tuf
b
 
genotip 
secY 
genotip 
stamp 
D600/15 Svetinje Chardonnay 28,4 b2 A II 
D587/15 Vrhole Zweigelt 24,4 b2 A II 
n.p. – ni podatka 
ND – ni določeno 
aanaliza s PCR v realnem času z amplikonom BN gen (vir podatkov: arhiv Nacionalnega inštituta za 
bioogijo). Vrednost Cq pomeni število ciklov, da fluorescentni signal preseže ozadje in je obratno 
sorazmerna s količino tarčne DNA v vzorcu. 
bpovzeto po Vidmar, 2016 in Kavčič, 2015. 
cni določeno, ker produkta ugnezdene PCR nismo dobili. 
dprodukt ugnezdene PCR smo dobili, vendar določitev nukleotidnega zaporedja ni bila možna. 
e
PCR smo izvedli le na genu secY.  
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PRILOGA B 
 
Primer 1 % agaroznega gela s pomnožki gena secY. S slike je razvidno, da ima naš 
pomnožek okoli 990 bp. Na tretjem nanašalnem mestu  označenem s številko 2 vidimo, da 
produkta nPCR  ni moč zaznati, najverjetneje zaradi nizke koncentracije DNA v vzorcu 
D803/10 
 
 
Legenda: 
M) dolžinska lestvica GeneRuler 100 bp Plus 
1) vzorec D781/10 
2) vzorec D803/10 
3) vzorec D382/10 
4) vzorec D448/10 
5) vzorec D459/10 
6) vzorec D449/10 
7) vzorec D445/10 
K) negativna kontrola 
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PRILOGA C 
 
Primer 1 % agaroznega gela z nanešenimi nPCR pomnožki gena stamp. S slike je razvidno, 
da ima naš pomnožek malo čez 500 bp. Opazimo tudi, da vzorec D803/10  nima vidnega 
produkta nPCR, najverjetneje zaradi nizke vsebnosti DNA v vzorcu. 
 
 
Legenda: 
zeleno: 
M) DNA velikostna lestvica GeneRuler 100 bp plus  
1) vzorec D684/07  
2) vzorec D683/07  
3) vzorec D680/07  
4) vzorec D608/07  
5) vzorec D597/07  
6) vzorec D712/07  
7) vzorec D369/10  
K) negativna kontrola 
vijolično: 
1) vzorec D413/10  
2) vzorec D417/10 
3) vzorec D780/10  
4) vzorec D781/10  
5) vzorec D803/10  
6) vzorec D382/10  
7) vzorec D448/10  
8) vzorec D459/10   
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PRILOGA D 
 
Primer kromatograma nukleotidnega zaporedja vzorca D245/15 z nedoločljivim odsekom. 
Nedoločljivi odseki nukleotidnega zaporedja so bili tako v primeru branja v smiselni smeri, 
kakor tudi v primeru branja v prostismiselni smeri. Slika kromatograma ni bila jasna niti 
po ponovitvi sekvenciranja. 
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PRILOGA E 
 
Razporeditev genotipov tuf v Sloveniji po letih. (Vidmar, 2017) 
 
pokrajina genotip leto 2003 leto 2007 leto 2010 leto 2013 leto 2015 leto 2016 
Primorska tuf-a 7 0 10 0 15 6 
  tuf-b 1 10 9 6 8 0 
  tuf-b1 1 10 8 6 8 0 
  tuf-b2 0 0 1 0 0 0 
Štajerska tuf-a 3 0 2 0 2 0 
  tuf-b 3 0 7 0 10 4 
  tuf-b1 0 4 2 1 1 0 
  tuf-b2 3 3 5 5* 9 4 
* vzorec 314/13 ima v nukleotidnem zaporedju SNP, ki je bil dvakrat potrjen s sekvenciranjem, a ne 
spremeni genotipa, določenega z metodo polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov. 
Mermal S. Multilokusna sekvenčna tipizacija fitoplazme 'Ca. P. solani' v slovenskih vinorodnih deželah.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
 
 
PRILOGA F 
Nukleotidna zaporedja iz nukleotidne baze podatkov NCBI. 
 
Gen Identifikacijska številka Vir  Država vzorčenja 
secY KJ469714.1 Vitis vinifera Avstrija 
 KT310179.1 Vitis vinifera Italija 
 KT310181.1 Vitis vinifera Italija 
 KT310182.1 Vitis vinifera Italija 
 AM992089.1 Vitis vinifera Italija 
 KJ145390.1 Vitis vinifera Italija 
 KJ145374.1 Vitis vinifera Italija 
 JQ977708.1 Urtica dioica Italija 
 AM992094.1 Vitis vinifera Nemčija 
 JQ977707.1 Urtica dioica Nemčija 
 JQ977711.1 Urtica dioica Slovenija 
 JQ977712.1 Urtica dioica Italija 
 JX645768.1 Vitis vinifera Srbija 
 JQ730748.1 Vitis vinifera Srbija 
 AM992093.1 Vitis vinifera Nemčija 
 LT841330.1 Salvia sclarea Francija 
 KU374896.1 Zea mays Bosna in Hercegovina 
 JQ977710.1 Convolvulus arvensis Nemčija 
 KT310183.1 Hyalesthes obsoletus Italija 
 KJ469712.1 Hyalesthes obsoletus Avstrija 
 KT310184.1 Hyalesthes obsoletus Italija 
 KP274912.1 Vitis vinifera Hrvaška 
 KJ145399.1 Vitis vinifera Italija 
 KJ469711.1 Hyalesthes obsoletus Avstrija 
 HQ413168.1 Vitis vinifera Hrvaška 
 KP635228.1 Reptalus panzeri Švica 
Priloga se nadaljuje ... 
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... nadaljevanje Priloge F. 
 KC703037.1 Reptalus panzeri Srbija 
 JQ797668.1 Catharanthus roseus Italija 
 FN813288.1 Hyalesthes obsoletus Francija 
 LT899858.1 Solanum lycopersicum Azerbajdžan 
 LT899856.1 Mespilus germanica Azerbajdžan 
 KU588191.1 Solanum tuberosum Črna Gora 
 KT310185.1 Solanum lycopersicum Francija 
 LT841329.1 Hyalesthes obsoletus Francija 
 KX685881.1 Eucalyptus sp. Iran 
 KU374893.1 Capsicum annuum Bosna in Hercegovina 
 KP274913.1 Vitis vinifera Hrvaška 
 KJ145365.1 Vitis vinifera Italija 
 KC703045.1 Reptalus 
quinquecostatus 
Srbija 
 JQ977709.1 Convolvulus arvensis Nemčija 
 AM992092.1 Lycopersicum 
esculentum 
Francija 
 KP635226.1 Hyalesthes obsoletus Švica 
 KP635232.1 Hyalesthes obsoletus Švica 
 KP635235.1 Hyalesthes obsoletus Švica 
 AM992082.1 Hyalesthes obsoletus Francija 
 KJ469713.1 Hyalesthes obsoletus Avstrija 
 KJ469715.1 Hyalesthes obsoletus Avstrija 
 KC703039.1 Reptalus 
quinquecostatus 
Srbija 
 FN813284.1 Vitis vinifera Grčija 
 AM992083.1 Lycopersicum 
esculentum 
Francija 
 HF969329.1 Lavandula x intermedia 
Abrial 
Francija 
Priloga se nadaljuje ...  
Mermal S. Multilokusna sekvenčna tipizacija fitoplazme 'Ca. P. solani' v slovenskih vinorodnih deželah.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
 
 
... nadaljevanje Priloge F. 
 HQ413162.1 Vitis vinifera Hrvaška 
 AM992086.1 
 
Capsicum annuum Jugoslavija 
 KC703043.1 Reptalus panzeri Srbija 
 HF969330.1 Lavandula x intermedia 
Grosso 
Francija 
 AM992091.1 Catharanthus roseus Lebanon 
 KC703047.1  Reptalus 
quinquecostatus 
Srbija 
 HF969332.1 Lavandula x intermedia 
Abrial 
Francija 
 AM992088.1 Lycopersicum 
esculentum 
Italija 
 AM992087.1 Lycopersicum 
esculentum 
Italija 
 JQ797669.1 Vitis vinifera Italija 
 AM992084.1 Hyalesthes obsoletus Francija 
 AM992090.1 Prunus avium Francija 
 KJ145362.1 Vitis vinifera Italija 
 KJ145364.1 Vitis vinifera Italija 
 KJ145396.1 Vitis vinifera Italija 
 KJ145402.1 Vitis vinifera Italija 
 KJ145392.1 Vitis vinifera Italija 
 KJ145397.1 Vitis vinifera Italija 
 FN813271.1 Vitis vinifera Bulgarija 
 FN813283.1 Vitis vinifera Grčija 
 FN813289.1 Hyalesthes obsoletus Francija 
 FN813287.1 Hyalesthes obsoletus Francija 
 KC703048.1 Reptalus panzeri Srbija 
 KC703044.1 Reptalus 
quinquecostatus 
Srbija 
Priloga se nadaljuje ... 
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... nadaljevanje Priloge F. 
stamp MG874666.1 Vitis vinifera Italija 
 JQ977714.1 Urtica dioica Slovenija 
 FN813256.1 Vitis vinifera Nemčija 
 MG874665.1 Vitis vinifera Italija 
 FN813255.1 Lavandula angustifolia 
x Lavandula latifolia 
Francija 
 FN813256.1 Vitis vinifera Nemčija 
 FN813257.1 Solanum lycopersicum Francija 
 FN813258.1 Catharanthus roseus Libanon 
 FN813260.1 Solanum lycopersicum Francija 
 FN813261.1 Capsicum annum Srbija in Črna Gora 
 FN813264.1 Vitis vinifera Grčija 
 FN813265.1 Lavandula angustifolia Francija 
 FN813266.1 Vitis vinifera Hrvaška 
 FN813267.1 Vitis vinifera Nemčija 
 FN813269.1 Hyalesthes obsoletus Slovenija 
 JQ977713.1 Urtica dioica Nemčija 
 JQ977715.1 Urtica dioica Slovenija 
 JQ977718.1 Urtica dioica Italija 
 KC703015.1 Reptalus panzeri Srbija 
 KC703016.1 Reptalus 
quinquecostatus 
Srbija 
 KC703017.1 Reptalus 
quinquecostatus 
Srbija 
 KC703019.1 Reptalus 
quinquecostatus 
Srbija 
 KC703022.1 Vitis sp. Srbija 
 KF957607.1 Vitis vinifera Makedonija 
 KJ145375.1 Vitis vinifera Italija 
 KJ145376.1 Vitis vinifera Italija 
Priloga se nadaljuje ... 
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... nadaljevanje Priloge F. 
 KJ145380.1 Vitis vinifera Italija 
 KJ145382.1 Vitis vinifera Italija 
 KJ145383.1 Vitis vinifera Italija 
 KJ145386.1 Vitis vinifera Italija 
 KJ469717.1 Vitis vinifera Avstrija 
 KJ469718.1 Hyalesthes obsoletus Avstrija 
 KJ469719.1 Hyalesthes obsoletus Avstrija 
 KT184879.1 Convolvulus arvensis Gruzija 
 KT184880.1 Convolvulus arvensis Gruzija 
 KT184881.1 Vitis vinifera Gruzija 
 KT184882.1 Vitis vinifera Gruzija 
 KT184883.1 Vitis vinifera Gruzija 
 KT184884.1 Vitis vinifera Gruzija 
 KT184885.1 Vitis vinifera Gruzija 
 MG874668.1 Vitis vinifera Italija 
 FN813263.1 Hyalesthes obsoletus Nemčija 
 KU295501.1 Capsicum annuum Bosna in Hercegovina 
 KP877598.1 Reptalus panzeri Srbija 
 KP877597.1 Hyalesthes obsoletus Srbija 
 KP877596.1 Solanum tuberosum Srbija 
 KX151182.1 Vitis vinifera Italija 
 MG989427.1 Convolvulus arvensis Srbija 
 MG989426.1 Vitis vinifera Srbija 
 KP877602.1 Solanum tuberosum Srbija 
 KP877601.1 Reptalus panzeri Srbija 
 KP877600.1 Hyalesthes obsoletus Srbija 
 KP877599.1 Solanum tuberosum Srbija 
 KU588189.1 Solanum tuberosum Črna Gora 
Priloga se nadaljuje  ... 
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... nadaljevanje Priloge F. 
 JQ977719.1 Urtica dioica Slovenija 
 MG989428.1 Convolvulus arvensis Srbija 
 KP877604.1 Reptalus 
quinquecostatus 
Srbija 
 KP877603.1 Hyalesthes obsoletus Srbija 
tuf KJ469707.1 Hyalesthes obsoletus Avstrija 
 KJ469708.1 Hyalesthes obsoletus Avstrija 
 KJ469709.1 Hyalesthes obsoletus Avstrija 
 
 
